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AA   Acrylamid 
Abb.   Abbildung 
AcN   Acetonitril 
APS   Ammoniumpersulfat 
BSA   Bovines Serum Albumin 
CHAPS  3-(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio-1-propansulfat 
cDNA  Complementary DNA  
Da   Dalton 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DTT 1,4- Dithiothreitol 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
ELISA   enzyme linked immunosorbent assay 
F  Forward 
FCS   fluorescence correlation spectroscopy 
g   Gramm, Erdbeschleunigung 
GPE   Gesamtproteinextrakt 
HMGB1 High-Mobility-Group-Protein B1 
HCl   Salzsäure 
HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid 
HRP   Horse-Radish-Preoxidase 
IEF   isoelektrische Fokussierung 
INS-1 Zellen Insolinum-1 Zellen 
kDa   Kilodalton 
l   Liter 
m   milli, 10-3 
M   Molar, mol/l 
μ  Mikro 
mA  Milliampere 
MALDI/ TOF  Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionisation/ Time of Flight 
MTT  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 




mRNA  Messenger ribonucleic acid 
NaOH   Natronlauge 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR  Polymerase Chain Reaction  
PIO   Pioglitazon 
PPAR   Peroxisome Proliferator Activated Receptor 
PBS   Phosphat-gepuffertes Natriumchlorid (phosphate buffered saline) 
RAGE   Receptor for Advanced Glycation End Products 
R  Reverse 
rRNA  Ribosomal ribonucleic acid  
rpm  Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
RT   Raumtemperatur 
S.E.M.  Standardfehler vom Mittelwert 
s, sec   Sekunden 
SDS   Sodiumdodecylsulfat 
SDS-PAGE  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
TBS   mit Tris gepufferte NaCl-Lösung 
TBST   mit Tris gepufferte NaCl-Lösung plus 5% Triton X-100 
TEMED  N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin-Amino-2-(hydroxymethyl) 
-1,3-propandiol 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 






1  Einleitung 
Im Rahmen dieser Studie untersuchten wir die Effekte von Glukose und Glitazonen auf die 
ß-Inselzellen des Pankreas von Ratten. 
Wir stellten uns die Frage, warum unter erhöhten Glukosekonzentrationen insbesondere 
die ß-Inselzellen apoptotisch werden. Wir untersuchten, durch welchen Stoffwechselweg 
dies geschieht. Das Wissen dieser Vorgänge könnte helfen, einen möglichen Therapiean-
satz zu entwickeln, um die Insulinresistenz der Patienten zu bessern und somit den 
Krankheitsverlauf zu mildern bzw. gegen die Apoptose vorzugehen. 
 
Bereits im Jahre 1996 konnten O`Brien et. al die Apoptose belegen. Durch Low-Dose-
Streptozocin (intraperitoneale Injektion von 40 mg/kg) wurde in C57B1/6 Mäusen Insulin-
mangel induziert. Am 5. Untersuchungstag wurden die ß-Inselzellen apoptotisch. Am 11. 
Tag zeigte sich eine maximale Lymphozyteninfiltration in die Langerhans-Insel. Folglich 
kam es zu einer entzündlichen Infiltration von ß-Inselzellen und die Anzahl der ß-
Inselzellen nahm ab (O`Brien et al. 1996). Die Apoptose der ß-Inselzellen ist für die Ent-
stehung des Diabetes mellitus verantwortlich (O`Brien et al. 1996). Allerdings wird  
Apoptose auch durch eine Hyperglykämie verursacht. In Zellen kommt es zum oxidativen 
Stress und zur Spaltung von Caspase 3, die die Apoptose induzieren (Zhou et al. 2013). 
Eine weitere Studie stellte dar, dass die Proteinsynthese der ß-Inselzellen von der Gluko-
sedosis abhängig ist. Je höher die Glukosekonzentration ist, desto mehr ß-Inselzellen ge-
hen zugrunde (Hoorens et al. 1996). Die Regulation der Apoptose in den ß-Inselzellen 
wird in den obigen Studien ansatzweise geschildert. Weiterhin ist der induzierende Agent 
der Apoptose unbekannt. Bisher gibt es wenige wissenschaftliche Erkenntnisse darüber, 
welche Proteine durch eine Hyperglykämie reguliert werden, die die Apoptose induzieren 
oder hemmen. Hiermit wäre eine Basis für die Identifizierung bzw. Untersuchung von 
Wirkstoffen gegeben, welche eine Apoptose der ß-Inselzellen induzieren oder verhindern 
können. In dieser Studie beschäftigten wir uns mit der Frage: Was beeinflusst die 
Apoptose der Inselzellen? Im Rahmen der Versuche war unser Augenmerk auf die Protei-
ne High Mobility Group Box1 (HMGB1) sowie Caspase 3 gerichtet. Bei Caspase 3 ist die 
allgemeine Erkenntnis das Vorkommen in zytosolischen inaktiven Proenzymen. Eine Akti-
vierung von Caspase 3 beschränkt sich hauptsächlich auf die Prozesse, in denen der Zell-





erläutert. Aufgrund der funktionellen Eigenschaften von HMGB1 und Caspase 3 und weil 
diese Proteine in Zusammenhang mit dem Diabetes mellitus bislang wenig erforscht wa-
ren, stellten sie einen interessanten Forschungsgegenstand dar. HMGB1 repräsentiert in 
dieser Arbeit den Hauptteil. Zu unserer Arbeit wurden die in der Behandlung des Typ-2-
Diabetes eingesetzten Thiazolidinedione (Glitazone) hinzugezogen. Glitazone führen zu 
einer kontrollierten Glykämie und zeigen eindeutige pharmakologische Effekte auf die Fol-
geerkrankungen von Diabetes mellitus. Sie bessern die Insulinsensivität, die 
Dyslipoproteinämie und führen zur Reduktion der Blutdruckwerte (Vasudevan et al. 2004). 
Ferner beschrieb Csaszar A. weitere bedeutende Eigenschaften wie anti-atherosklero-
tische, anti-inflammtorische und anti-koagulative Effekte (Csaszar A. 2011). 
 
 
1.1  High Mobility Group Box 
Das erste Mal wurde High Mobility Group Box1 (HMGB1) im Jahre 1970 als ein Protein 
erkannt. Es gehört zu einer Gruppe von Proteinen, die die Fähigkeit besitzt, an DNA zu 
binden (Goodwin et al. 1973). HMGB1 erhielt die Bezeichnung High Mobility Group 
(HMG), weil es eine hohe elektrophoretische Mobilität im Polyacrylamidgel aufwies 
(Goodwin et al. 1977). HMGB1 zeigt im Polyacrylamidgel ein Molekulargewicht von ca. 30 
kDA. Die Begrifflichkeit für HMG wurde 2001 neu klassifiziert, so dass die Benennung von 
HMG1 zu HMGB1 umgeändert wurde (Bustin 2001). HMGB1 kommt sowohl im Zytosol als 
auch membrangebunden vor. Im Jahr 1987 wurde es erstmalig im zellulären Nervensys-
tem nachgewiesen und als Amphoterin beziehungsweise p30 bekannt (Rauvala et al. 
1988).  
 HMGB1 besteht aus 215 Aminosäureresten, die in zwei DNA bindenden Domänen (A- 
und B-Box) und in einem negativ geladenen C-Terminus organisiert sind (Abb.1).  
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung der strukturellen HMGB1-Charaktereigenschaften (aus 





Die A- und B-Box sind in der Lage, voneinander getrennt an DNA zu binden (Bustin et al., 
1990). Trotz der begrenzten Homologie der Aminosäuren haben die Domänen eine ähnli-
che Konformation. HMGB1, das mehrfach azetyliert im Zytosol vorliegt, transloziert mit 
Hilfe von zwei sogenannte Nuclear Localization Signals (NLS) 1 (Aminosäuren 28-44) und 
2 (Aminosäuren 180-185) in den Zellkern. Durch Deazetylierung dieser Bereiche wird 
HMGB1 aktiviert und in den Zellkern transloziert  (Bianchi 2004). Dort wirkt HMGB1 mit 
anderen Faktoren an der Transkriptionsmodulation vieler diverser Proteine mit. Bei einer 
Entzündung wird HMGB1 innerhalb der Kernlokalisierungssignale NLS1 und NLS2 
azetyliert. Dies hat zur Folge, dass die Translokation verhindert wird und die 
hyperazetylierten Formen von HMGB1 sich im Zytosol anhäufen. Dort werden sie in sekre-
torische Lysosomen verpackt (Bonaldi et al. 2003; Gardella et al. 2002). Die Fusion dieser 
Lysosomen mit der Plasmamembran setzt HMGB1 in die extrazelluläre Umgebung frei.  
 
 
1.2  Rezeptoren 
Für das HMGB1 sind Rezeptoren beschrieben worden, welche schematisch in Abbildung 
2 zu erkennen sind. Einer der interessanten Rezeptoren ist das RAGE, der als ein Multi-
ligandrezeptor auf den glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Nervenzellen, dendritischen 
Zellen, T-Zellen, Monozyten und Makrophagen exprimiert wird (Huttunen et al. 1999; Stern 
et al. 2002; Dumitriu et al. 2005). Dabei handelt es sich um mehrfach glykolisierte Protei-
ne, wie sie bei Diabetes mellitus vermehrt entstehen (Stern et al. 2002). HMBG1 verfügt 
über eine 7-fach höhere Anziehungskraft zu RAGE (Hori et al. 1995). Eine Bindung von 
HMGB1 an TLR 2, TLR 4 und NF-ĸB wurde ebenso nachgewiesen (Park et al. 2004). 
TLR 2 und TLR 4 (toll-like receptor) gehören zum zentralen Teil des angeborenen Immun-
systems und spielen bei Autoimmunerkrankungen eine Rolle. Nadatani zeigte in seiner 
Studie die Rolle von HMGB1 und seinen Rezeptoren in Wundheilungsprozessen im 
gastroenteralen Bereich. Er untersuchte, welcher Rezeptor (TLR 2, TLR 4 und  RAGE) mit 
HMGB1 interagiert und zur Heilung des Magenulkus führt. Die Anwendung von HMGB1-
Antikörpern förderte den Heilungsprozess, verzögerte die Expression von TNF. Ferner 
verbesserte der Mangel an TLR 4 und RAGE den Heilungsprozess. HMGB1 induziert mit-






Abb. 2: HMGB1 Rezeptoren und deren Signaltransduktion (aus Yang et al. 2005). 
 
Wirkungen von HMGB1 
Lange Zeit wurde HMGB1 als Transkriptionsfaktor angesehen. Außerdem wird HMGB1 
aus bestimmten Zellen sezerniert und fungiert als ein Ligand für RAGE (Receptor for 
advanced glycation end products). Somit aktiviert er bestimmte Stoffwechselwege, indem 
er eine wichtige Rolle bei Entzündungen und Tumormetastasen spielt (Murua et al. 2003). 
Es besitzt auch antiapoptotische, wachstumsfördernde und proin-flammatorische Eigen-
schaften. Zudem hat HMGB1 unter den Säugetieren eine extrem hohe Sequenzhomologie 
(Murua et al. 2003). 
 
Transkriptionsfaktor 
HMGB1 erscheint vorwiegend in azetylierter Form in den Zellen. Durch Deazetylierung 
wird HMGB1 aktiviert und transloziert in den Zellkern. Dort wirkt HMGB1 mit anderen Fak-
toren an der Transkriptionsmodulation vieler diverser Proteine mit (Ulloa und Messner 
2006). In einer Studie wurde belegt, dass HMGB1-defiziente Mäuse immerhin lebend auf 
die Welt kommen, aber im Verlauf von 24 Stunden an einer Hypoglykämie tödlich enden. 
Die Erklärung für diese Tatsache ist eine Unterexpression des Steroid-Hormons mit resul-





nur wenige Tage. Sie verfügten über keine Fettdepots und hatten eine Wachstumsstörung 
(Calogero et al. 1999).  
HMGB1 spielt auch in der Tumorforschung eine besondere Rolle. In einer Arbeit wurde 
nachgewiesen, dass HMGB1 ein serologischer Biomarker in der Früherkennung des Ma-
gen-Karzimons ist, sowohl zur Beurteilung der Tumorgenese und des Stadiums als auch 
zur Erwägung der Prognose (Hye et al. 2009). Bei den Untersuchungen war der HMGB1-
Serumspiegel bei der Frühdiagnose eines Magen-Karzinoms erhöht. Die Sensivität lag bei 
71% und die Spezifität bei 67%. 
 
Anti-Apoptose 
HMGB1 hat antiapoptotische Eigenschaften durch Interaktion mit Bak (Brezniceanu et al. 
2003). In Studien mit den Schwerpunkten Expression der Tumorzellen und Transfektion 
mit Bak-Plasmiden wurde der antiapoptotische Effekt von HMGB1 deutlich bewiesen. An-
scheinend ist ein direkter Kontakt von HMGB1 zu den Apoptosekomponenten nicht not-
wendig. HMGB1 führte wie bei Bak zu einer Wirkungsminderung von proapoptotischen 
Faktoren (Brezniceanu et al. 2003). Es wurde auch nachgewiesen, dass eine Überexpres-
sion von HMGB1 verschiedene apoptotische Induktionen in Säugetierzellen hemmt. Eine 
Überexpression inhibiert die Caspase 3 und 9 Aktivität (Völp et al. 2006). 
 
Proinflammatorisches Zytokin 
In letzter Zeit wurde bekannt, dass HMGB1 an angeborenen und spezifischen Immunant-
worten teilnimmt. Passiv wird es aus nekrotischen Zellen freigegeben (Shu et al. 2010) 
oder es wird aktiv durch verschiedene Zelltypen produziert und ist für die Bildung von 
proinflammatorischen Zytokinen verantwortlich (Scaffidi et al. 2002; Nagolva et al. 2012). 
HMGB1 interagiert mit RAGE und TLRs, die zur Produktion von proinflammatorischen 
Zytokinen führen. Die wichtige Rolle von HMGB1 ist die Vermittlung von Sepsis, nachdem 
alle proinflammatorischen Zytokine freigesetzt worden sind. HMGB1 ist als „late mediator 
of sepsis“ bekannt (Nagolva et al. 2012). HMGB1 ist in der Lage, Stammzellen zur Ent-
zündungsumgebung anzulocken, um den Regenerationsprozess zu begünstigen. Es wird 
ein immunologischer Schutz aufgebaut, um den Erregern wirkungsvoll entgegenzuwirken 
(Palumbo et al. 2004). 
 
Bei den apoptotischen Zellen erfolgt im Vergleich zu den nekrotischen Zellen keine Frei-





gen ist bei HMGB1-defizienten Zellen zu sehen, die nur eine geringfügige 
inflammatorische Reaktion auslösen können (Scaffidi et al. 2002).  
 
Aufgrund seiner vorwiegend intrazellulären Lokalisation kann das passiv freigesetzte 
HMGB1 immunologisch gesehen als nekrotischer Marker oder Damage-Associated 
Molecular Pattern (DAMP) Molekül aufgefasst werden (Ulloa und Messmer 2006). 
 
Die aktive Sekretion von HMGB1 erfolgt vorwiegend durch Zellen des Immunsystems. 
Durch die Stimulation proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL 1 und Endotoxine se-
zernieren Monozyten und Makrophagen HMGB1 (Wang et al. 1999). Bemerkenswert ist, 
dass HMGB1 im Vergleich zu anderen Zytokinen auf den primären Reiz hin nicht neu ge-
bildet wird. Die zelluläre Lokalisation des Proteins hängt von seiner Azetylierung ab 
(Bustin et al. 1990; Bianchi 2004). Im Zytosol wird das HMGB1 durch die 
proinflammatorische Aktivierung der Monozyten verstärkt azetyliert und dort angesammelt. 
Die proinflammatorische Sequenz von HMGB1 (Aminosäure 89-108) befindet sich am Be-
ginn der B-Box mit einer ausgeprägten Funktionsweise mit Zytokinen (Wey et al. 2010). 
Die A-Box kann konkurrierend die Bindungsstellen von HMGB1 an seine Rezeptoren inhi-
bieren und die proinflammatorische Wirkung von HMGB1 und der B-Box abschwächen. 
Die A-Box  wird demnach als ein spezifischer Antagonist von HMGB1 betrachtet (Gong et 
al. 2009; Yang et al. 2004). 
 
 
1.3  Zielsetzung der Arbeit 
Die vorliegende Arbeit befasst sich insbesondere mit dem Einfluss von Glukose auf die 
HMGB1 Regulation der ß-Inselzellen. Folgende Zielsetzungen waren ausschlaggebend 
als Gegenstand für die Untersuchungen:  
• Nachweis von regulierten Proteinen unter erhöhten Glukosebedingungen durch die 
2D-Gel Elektrophorese an einer Ratten-Insulinomzelllinie (INS-1 Zellen); 
• funktionelle Untersuchung der identifizierten Proteine; 
• Validierung regulierter Proteine unter unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
und unter der  Behandlung mit Pioglitazon mittels Western Blotting; 






Da es zwischen HMGB1 und Hyperglykämie auf pathophysiologischer Ebene wenige Er-
kenntnisse gibt, können die hier durchgeführten Untersuchungen wesentliche Hinweise zu 
Therapiemöglichkeiten für Typ2-Diabetiker liefern, die zum Verständnis physiologischer 
sowie pathophysiologischer Mechanismen dienlich sein können. 




2  Material und Methoden 
2.1  Materialien 
2.1.1  Chemikalien 
6-Well Platten, Nunc, Wiesbaden 
7-beta-Hydroxycholesterol, Sigma, Deisenhofen 
7-Ketocholesterol, Sigma, Deisenhofen 
Acrylamid, Amersham Biosciences, UK 
Acrylamid-Bis 37,5 : 1, Amersham Biosciences, UK 
Agarose, low melting point, Sigma, Deisenhofen 
Ammoniumhydrogencarbonat, Fluka BioChemica, Buchs, CH 
Ammoniumpersulfat (APS), Serva, Heidelberg 
Ampholyte pH 3 - 10, Servalyt, analytical grade 40 %, Serva, Heidelberg 
Ampholyte pH 4 - 7 Servalyt, analytical grade 40 %, Serva, Heidelberg 
Bio Rad Proteine Assay, Bio Rad, München 
Biotinylated Anti-Mouse, Vector, Stuttgart 
Bisacrylamid, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
Bovines Serum Albumin, Sigma, Deisenhofen 
Bromphenolblau, Sigma, Deisenhofen 
Calciumchlorid, Merck, Darmstadt 
CHAPS (3-(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio-1-propansulfat), MP Biomedicals, 
Eschwege 
Chem Mate Antibody diluent, Dako, Glostrup, Denmark 
Conical Tube, disposable, Nunc, Wiesbaden 
DAB + Chromogen (x50), Dako, Glostrup, Denmark 
Detection Reagent 1 + 2, ECL, ECL Plus, ECL Advanced, Amersham Biosciences, UK 
Dimethylsulfoxid (DMSO), Roth, Karlsruhe 
Dithiothreitol (DTT), Serva, Heidelberg 
DMEM Medium, low glucose, Bio West, Nuaille, Frankreich 
Endothelial Cell Basal Medium, EBM Clonetics, Cambrex Bioscience, Walkersville 
Endothelial Cell Growth Medium 2, Supplement Pack, EBM Clonetics, Cambrex Biosci-
ence, Walkersville 
Endothelial Cell Growth Factor, R & D Systems, Wiesbaden 




Entellan, Merck, Darmstadt 
Fetales Kälber-Serum (FKS) Sera Plus, PAN Biotech GmbH, Germany 
 
Material und Methoden 
Gellösung Rotiphorese 30, Roth, Karlsruhe 
Gentamycin, PAA Laboratories, Linz 
Gliclazid, Sigma Aldrich, Steinheim 
Glucose liquicolor, Human Gesellschaft für Biochemica u. Diagnostica, Wiesbaden 
Glutamin, Biochrom Ag, Berlin 
HRP Substrate Puffer, Dako, Glostrup, Denmark 
Iodacetamid, Merck, Darmstadt 
Kollagenase A 0,2 % (0,2g/ dl), Roche, Mannheim 
Mayers Hämalaun, Merck, Darmstadt 
Medium 199, Bio Whittaker, Verviers, Belgien 
Methylenbisacrylamid, Amersham Biosciences, UK 
Milchpulver, blotting grade, granuliert, Roth, Karlsruhe 
Paraffin: Histo Comp tissue embeddiung medium, Vogel, Giessen 
Penicillin, Streptomycin, Biochrom Ag, Berlin 
Peroxidase blocking reagent (ready to use), Dako, Glostrup, Denmark 
Pioglitazon, Sigma, Deisenhofen 
Ponceau S, Sigma, Deisenhofen 
Prestained protein marker, broad range, premixed format, New England Bio Labs Inc., 
Frankfurt 
Proteinaseinhibitor “Proteinase Arrest” 100x, GBioscience, USA 
Roti®-Blue, colloidale Coomassie Färbung, Roth, Karlsruhe 
Streptavidin Peroxidase, Dako, Glostrup, Denmark 
TEMED, Sigma, Deisenhofen 
Tri-Na-Citrat-Dihydrat, Merck, Darmstadt 
Trypsin/ EDTA Clonetics, Cambrex Bio Science Walkersville, Inc., USA 
Trypsin Gold, mass spectrometry grade, Promega Corporation, Madison, USA 
Wash Buffer DakoCytomation, Dako, Glostrup, Denmark 
 
Die restlichen, nicht aufgeführten Chemikalien, stammten von Sigma oder Merck. 
 




2.1.2  Antikörper 
Die primären Antikörper, die bei der 2D-Gelelektrophorese (2D-Gel), Westernblot und 
Immunhistochemie eingesetzt wurden, sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die Antikörper 
kamen aus Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz; Cell Signaling Technology, Upstate, 
USA. 
 







Anti-Aktin 55 Maus(polyklonal)  
Santa Cruz Biotechnology 
Inc., Santa 
Cruz, California 
1 : 5000 
Anti-
HMGB1/HMG-1 
32 Kaninchen (polyklonal) 
 
Upstate Cell Signaling solu-
tions, Lake Placid, New 
York 
1 : 10000 
Bcl-2 26 Maus (monoklonal) 
 
Santa Cruz Biotechnology 
Inc., Santa 
Cruz, California 
1 : 100 – 1 : 1000 
Caspase 3 17, 19, 35 Kaninchen (polyklonal) 
 Cell Signaling Technology, 
Inc. 
1 : 1000 
HMG-1/HMG-Y 32 Kaninchen (polyklonal) 
 Santa Cruz Biotechnology 
Inc., Santa 
Cruz, California 
1 : 100 – 1 : 1000 
SOD-1 23 Kaninchen (polyklonal) 
 
Cell Signaling Technology, 
Inc. 
1 : 100 – 1 : 1000 




2.1.3  Molekularbiologische Substanzen 
 
1. Von BioLabs Inc. New England stammten: 
• Enzyme: Nde 1 (Neisseria denitrificans)  
• PCR-Primer: 
Forward  : HMG F: 5´-ATGGGCAAAGGAGATCCTAA-3` Tm: 55,3 °C 
Reverse : HMG R1: 5`-TTATTAATCATCATCAT-3´ Tm: 40,7 °C 
Reverse : HMG R2: 5´-TTCATCATCATCATCTT-3´ Tm: 43,1 °C 
 
2. Von der InvitrogenGmbH, Karlsruhe/Deutschland wurde der 
Vektor pcDNA3.1/V5 - His-TOPO 5523 bp bezogen. 
 
3. Lipid, Dioleolyl-Phosphatidylethanolamin: GenePorter Transfection Reagent 
wurde von PeQlab Biotechnologie GmbH/Deutschland bezogen. 
 
4. PCR-Polymerasen wurden von Roche Diagnostics, Mannheim und  MBI 
Fermentas, St. Leon-Roth Deutschland bezogen. 
 
5. Bakterienstamm 
• kompetente E. coli Bakterien (Top10) für Transformationen stammten von 
PeqLab Biotechnologie GmbH/Deutschland. 
 
6. Nährmedien für E. coli 




Von Greiner Frickenhausen, BRD, wurden unbeschichtete Petrischalen mit einem Durch-
messer von 145 mm für LB-Platten verwendet. 
 
  




2.1.4  Kits  
Alle verwendeten Kits werden mit Liefernamen aufgeführt: 
 
OneStep RT-PCR Kit      QIAGEN (D) 
Gel Extraction Kit      QIAGEN (USA) 
NucleoBond Plasmid Purification Kit (maxi)   Machery-Nagel (D) 
RNeasy Mini Kit         QIAGEN (USA) 
TOPOCloning Reaction and Transformation  Invitrogen (D) 
 
2.1.5  Eukaryotische Zelllinien 
Die Zelllinie wurde aus Insulinomen von Ratten hergestellt, die INS-1 Zellen genannt wer-
den. 
Herkunft: Asfari et al. 1992, Endocrinology 130(1) 167-178. 
 
2.1.6  Zellkultur 
Für die Zellkultur wurden folgende Substanzen benötigt, die mit Liefernamen aufgeführt 
sind: 
 
• RPMI 1640 (Roselle`s Memorial Institute Medium 1640, San Diego, USA) 
• Trypsin (Cambrex Bio Science Walkersville, Inc., Walkersville, MD, USA) 
• Fetales Kälberserum (Sera Plus, Wiesbaden, D) 
 
 
Von Falcon, Becton Dickinson Labware, New Jersey, USA, stammten die Zellkulturplatten 








2.2  Zellbiologische Methoden 
2.2.1  Zellkultur, Zellen passagieren, Zellen einfrieren 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einem Laminar-Flow-
Arbeitsplatz durchgeführt. Verwendete Lösungen und Medien wurden entweder autokla-
viert oder steril filtriert mit Millipore Steritop. Verwendete Materialien waren steril verpackt 
oder wurden autoklaviert. INS-1 Zellen wurden im RPMI 1640 Medium (500 ml) mit 10% 
fetalem Kälberserum (FCS) (50 ml), 100 mM Natriumpyruvat (5 ml), 1M Herpespuffer (5 
ml), 50 mM Mercaptoethanol (500 µl) und Gentamycin (G418)  (2,5 ml) bei 37 °C im Brut-
schrank kultiviert. INS-1 Klone wurden auch mit RPMI-Medium wie oben beschrieben bei 
37 °C im Brutschrank kultiviert. Gentamycin dient zur Selektion und wirkt auf Bakterien, 
Pilze, Hefen, Protozooen und Säugerzellen. (Es ist eine sterile Fertiglösung (Konzentration 
50 mg/ml)). Das Kulturmedium wurde jeden 2. - 3. Tag gewechselt.  
 
Zellen passagieren 
Die meisten Zelllinien haben eine 24 h Verdopplungsrate, so dass die Kulturschalen in 
kurzer Zeit konfluent sind. Um ein Ablösen bzw. einen Zelltod zu verhindern, werden die 
Zellen 1-2 x pro Woche bei einem konstanten Zeitabstand zum Experiment wie unten be-
schrieben passagiert: 
 
• Medium absaugen, 
• mit PBS waschen, PBS abziehen, 
• Trypsin/EDTA auf die Zellen geben, gleichmäßig verteilen und 2 min im Brutschrank 
bei 37 °C inkubieren, 
• mit dem Mikroskop kontrollieren, ob sich die Zellen vom Boden gelöst haben und dann 
das Trypsin mit 10 ml Medium inhibieren, 
• Zellen mit Medium suspendieren, in Konusröhrchen umfüllen, bei 1200 rpm 3 min zent-
rifugieren, 
• Überstand absaugen und mit 10 ml Medium resuspendieren, 
• in neuen Petrischalen (10 cm Durchmesser) Zellen 1 : 5 oder 1 : 10 verdünnt aussäen. 
 
  




Zellen einfrieren, Kryokonservierung 
Bei der Kryokonservierung werden Zellen in flüssigem Stickstoff bis zu -80 °C eingefroren. 
Auf diese Art und Weise ist es gewährleistet, dass die Vitalität der Zellen fast uneinge-
schränkt bleibt. 
 
Für das Verfahren werden folgende Schritte benötigt: 
• INS-1 Zellen mit 10 ml Medium aufnehmen und 3 min bei 1200 rpm zentrifugieren, 
• Überstand verwerfen, 
• Zellpellet in 4,5 ml 10% DMSO in FCS aufnehmen, suspendieren, jeweils 1 ml in 
Kryoröhrchen überführen, 
• langsam auf -80 °C abkühlen und nach einiger Zeit im liquiden Stickstoff lagern. 
 
2.2.2  Proteinextraktion, Proteinbestimmung und Proteinausfällung 
Proteinextraktion 
Zur Proteinextraktion wurden die kultivierten Zellen im Medium mit einem Zellschaber von 
der Schale gelöst und die entstandene Suspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt 
und 3 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Folglich wird der Überstand abgeschüttet und das 
Zellpellet mit 1 ml PBS suspendiert. In den Pausen wurde die Suspension immer wieder 
auf Eis gestellt. 
Folgende Schritte müssen zur Vervollständigung durchgeführt werden: 
 
• Suspension bei 1500 rpm 2 min zentrifugieren, 
• Überstand abschütten, Zellpellet mit 500 µl PBS resuspendieren und 1 min bei 1500 
rpm zentrifugieren, 
• Überstand abschütten, 
• 200 µl Proteinextraktionspuffer (s.u.) zum Zellpellet geben und suspendieren, 
• mit Ultraschall die Zellen sprengen, Vorgang 4x wiederholen, dann auf Eis lagern. 
 
Proteinextraktionspuffer wird folgendermaßen zusammengestellt: 









Für die Proteinkonzentrationsermittlung ist das BIORAD Protein Assay Reagenz in einfa-
cher Konzentration verwendet worden. Dabei wurde der Proteinextrakt 1 : 100 mit dem 
Reagenz verdünnt (z. B. 5 µl Probe + 495 µl verd. Reagens). Die Extinktion wurde an-
schließend nach einer Inkubationszeit von 10 min photometrisch bei 595 nm mit dem Pho-
tospektrometer gemessen.  
 
Proteinausfällung mit Aceton 
Aceton führt in der Probe zur Proeteinausfällung. In dieser Methode liegt der Vorteil in der 
schnellen Probenaufarbeitung. Man geht folgendermaßen vor: 
 
• die gezüchteten Zellen von der Petrischale abschaben, die Suspension in ein 
Alkoniröhrchen überführen und 5 min bei 13000 rpm zentrifugieren, 
• 1 ml vom Mediumüberstand abpipettieren und in 5 Eppendorfgefäße gleichmäßig ver-
teilen, 
• in jedes Gefäß die vierfache Menge Aceton (800 µl) hinzupipettieren und 1 Stunde bei 
-20 °C inkubieren, 
• dann die Gefäße 5 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Überstand verwerfen; 
• Zugabe von 50 ml PBS-Puffer (s.u.) in das erste Eppendorfgefäß suspendieren und 
die Lösung in das zweite Gefäß transferieren; 
• Lösung suspendieren, dann in das dritte Gefäß transferieren, diesen Vorgang bis zum 
letzten Gefäß wiederholen, so dass zum Schluss nur ein Eppendorfgefäß mit Protein-
pellet übrig bleibt; 
• Proteinbestimmung. 
 
PBS-Puffer wird folgendermaßen vorbereitet: 
1 ml PBS, 10 µl 0,5 M EDTA (Chelatbildner), 10 µl Proteinase-Inhibitor 
nach dem Ansetzen direkt auf Eis lagern. 
 
  




2.2.3  Zellfraktionierung 
Damit die Zellen in ihre Bestandeile fraktioniert werden, muss zunächst ein Zellaufschluss 
erfolgen. Eine Möglichkeit des Zellaufschlusses ist die Zentrifugation, die wir für die Frak-
tionierung von Kern und Zytosol angewendet haben. Nach einer Beschleunigung werden 
Zellbestandsteile nach Größe und Dichte getrennt. 
 
Im Folgenden werden die Schritte der Zellfraktionierung aufgeführt: 
• Zellen aus der Petrischale ausschaben, mit Medium in Konusröhrchen überführen; 
• 2-3 min bei 1500 rpm in der Eppendorfzentrifuge zentrifugieren, Überstand abschütten, 
Zellpellet mit 1000 µl PBS waschen; 
• zentrifugieren, Überstand verwerfen, mit 500 µl PBS waschen; 
• zentrifugieren, Überstand verwerfen, Zellpellet mit 100-200 µl Puffer A (s.u.) aufneh-
men und 25 min auf Eis die Zellen anschwellen lassen; 
• in der Zeit die Zentrifuge zum Vorkühlen einstellen; 
• Zellen 10 min lang bei 4 °C und 3600 rpm zentrifugieren; 
• Überstand in SW60-Röhrchen überführen, dann mit der Ultrazentrifuge 30 min 
/SW60/27300 rpm/4 °C; 
• Überstand (Zytosol) in ein Cup transferieren, Organellen mit 50-150 µl Puffer A sus-
pendieren; 
• Proteinbestimmung isoliert von Kern- und Zytosolfraktionen. 
 
Puffer A wird folgendermaßen zubereitet: 









2.3  Molekularbiologische Methoden 
2.3.1  2D-Gelelektrophorese 
Die 2D-Gelelektrophorese ist eine Proteinanalytik. Sie kombiniert die isoelektrische Fo-
kussierung mit der SDS-Polyacrylamidelektrophorese zur hochauflösenden Trennung 
komplexer Proteingemische in Einzelproteine im ersten Schritt nach Ladung und in einem 
zweiten Schritt nach Molekulargewicht. 
 
1. Dimension: 
Bei der isoelektrischen Fokussierung (IEF) werden die Proteine aus dem zu untersuchen-
den Extrakt nach sauren und basischen Aminosäurenresten aufgetrennt.  
Für die isoelektrische Fokussierung werden so genannte Trägerampholyte verwendet, die 
frei beweglich in einem Röhrchengel vorkommen und bei der Anlage eines elektrischen 
Feldes einen pH-Gradienten formen.  
 
2. Dimension: 
Das Röhrchengel nach pH-Wert aufgetrennten und equilibrierten Proteinen legt man auf 
den oberen Rand des SDS-haltigen Polyacrylamidgels. Alles liegt in einer Pufferlösung. 
Nun werden die Proteine senkrecht zur ersten Dimension in einer zweiten Elektrophorese 
nach ihrer Größe aufgespalten. Kleine Moleküle bewegen sich uneingeschränkt von der 
Anode zur Kathode fort und erreichen schnell die abgewandte Gelkante. Große Moleküle 
werden ständig vom Gel gebremst und können sich kaum fortbewegen. Sobald die kleinen 
Proteine am Gelrand abgekommen sind, wird die Trennung der zweiten Dimension been-
det. Die Proteine werden fixiert. 
 
Die einzelnen Lösungen werden folgendermaßen hergestellt bzw. benötigt: 
 
Isolektrische Fokussierung (IEF) Acrylamidlösung: 
• 28,4% (w/v) Acrylamid, 1,6% (w/v) N’, N’methylen Bisacrylamid 
Gel overlay (Gelüberschichtung): 
• 6,5 M Harnstoff 
  




Sample overlay (Probenüberschichtung): 
• 7 M Harnstoff, 0,8% Ampholyte pH 4-7 (Servalyt, analytical grade, 40%), 0,2% 
Ampholyte pH 3-10 (Servalyt, analytical grade, 40%) 
Lysispuffer: 
• 9,5 M Harnstoff, 4% (w/v) CHAPS, 10 mM DTT, 2% Ampholyte pH 4-7, 0,5% Am-
pholyte pH 3-10 
Equilibrationspuffer I: 
• 0,05 M Tris-HCL (pH 6,8), 0,25% DTT, 4% SDS, 15% Glycerol 
Equilibrationspuffer II: 
• 0,05 M Tris-HCL (pH 6,8), 25 mM Iodacetamid, 30% Glycerol, 6 M Harnstoff 
Kathodenpuffer: 
• 0,8 g NaOH auf 1000 ml Aqua dest. auffüllen 
Anodenpuffer:  
• 1000 ml Aqua dest., 670 µl Phosphorsäure (85% Orthophosphorsäure) 
5 x SDS-Laufpuffer: 
• 15,1 g Tris, 94 g Glycin und 5 g SDS auf 1 Liter Aqua dest. auffüllen, pH 8,3 
 
SDS-Gel für zwei Glasplatten 
 
Sammelgel: 
• 2,8 ml 1 M Tris-HCL pH 6,8, 2,1 ml Acrylamidlösung, 15 ml Aqua dest., 80 µl SDS 
(10%), 40 µl TEMED, 400 µl APS 
Trenngel (15%):  
• 20 ml 1 M Tris-HCL pH 8,8, 25 ml Acrylamid, 5 ml Aqua dest., 400 µl SDS 10%,  
500 µl APS, 50 µl TEMED 
 
Dann wird das Trenngel gegossen. Die o.g. Komponenten werden in einem 50 ml 
Erlenmeyerkolben gemischt. Die Polymerisierung des Gels wird durch die Zugabe und 
Untermischung von 10 ml TEMED eingeleitet. Die gemischte Acrylamidlösung wird nun mit 
einer Pasteurpipette zwischen die Glasplatten der vorbereiteten Gelkammer bis auf die 
angebrachte Markierung pipettiert und mit wenig 50%igem Isopropanol überschichtet. 
Wenn das Trenngel polymerisiert ist, wird das Sammelgel gegossen. Die o.g. Komponen-




ten werden in einem 50 ml Erlenmeyerkolben gemischt. Zur Durchführung der Elektropho-
rese wird die Gelkammer unter Auffüllen mit Laufpuffer in die Elektrophorese-Apparatur 
eingebaut. 
 
Die IEF-Acrylamid-Röhrchengele werden wie gefolgt hergestellt: 
• Röhrchen, eventuell Kapillare säubern (Durchmesser 3,1 mm, Länge 16 cm); 
• Röhrchen auf 12,5 cm markieren und mit Parafilm abdichten; 
• Röhrchen in Caps setzen mit dem Parafilm nach unten; 
• Gellösung für die Röhrchen vorbereiten (ausreichend für ein Gel): 
6,5 M Harnstoff (0,45 g), 100 µl 40%ige Ampholyte pH 4-7, 25 µl 40%ige Ampholyte 
pH 3-10, 133 µl IEF-Acrylamid-Stammlösung, 100 µl 20%iges CHAPS, 334 µl Aqua 
dest.; 
• Polymerisierungsstarter 0,4 µl TEMED und 8 µl APS zufügen (frisch zubereiten); 
• die Gellösung vorsichtig schwenken, mit der Pasteurpipette aufziehen und die Röhr-
chen luftblasenfrei bis zur Markierung auffüllen; 
• das Gel mit 130 µl Gel overlay überschichten und das Röhrchen mit Parafilm ver-
schließen; 
• für 4 Stunden oder über Nacht bei 4 °C polymerisieren lassen. 
 
Isoelektrische Fokussierung 
Für die bestmögliche Auftrennung eines Proteoms mit Hilfe der 2D-Technik müssen die 
entsprechenden Proteine möglichst vollständig isoliert werden (Auflösung von Komplexen, 
vollständige Entfaltung). Dazu dienen, speziell für Membranproteine, ungeladene bzw. 
zwitterionische Detergenzien (CHAPS), Chaotrope (Harnstoff) und Reduktionsmittel für 
Disulfidbrücken (DTT). Nach Vorbereitung der Röhrchengele beginnt der Schritt der 
isoelektrischen Fokussierung. Es wird, wie unten beschrieben, fortgefahren: 
 
• vor Gebrauch des Gels Gel overlay abziehen und vom fertigen Lysispuffer 100 µl auf 
das Gel zum Equilibieren geben und mit 20 µl Aqua dest. überschichten; 
• 30 - 60 min inkubieren; 
• zur Probenvorbereitung 30 µg Probe mit 100 µl Lysis-Puffer 1 Stunde zeitweise 
vortexen, bei Raumtemperatur inkubieren, anschließend den unlöslichen Teil durch 
Zentrifugation (3 min bei 12.000 rpm) abtrennen; 
• Kathodenpuffer vorbereiten: 0,02 M NaOH; 




• Anodenpuffer vorbereiten: 0,01 M H3PO4 (1,67 ml 85% H3PO4 zu 2,5 l Aqua dest.); 
• Dialyseschlauch zurechtschneiden (ca. 2 x 2 cm) und in Anodenpuffer einweichen; 
• Lysispuffer und Wasser vom Gel absaugen und umgekehrt in die Halterung setzen; 
• Parafilm abnehmen, Anodenpuffer auf das Röhrchen geben, darüber je ein 
Dialysemembranstück mit einem Gummiring fixieren, die Röhrchen wieder richtig ge-
dreht ins Kammergestell einsetzen; 
• die Probe auf das Gel auftragen, mit jeweils 20 µl Sample overlay bedecken und die 
Röhrchen vollständig mit Kathodenpuffer füllen und in die Kammer schieben; 
• obere Pufferkammer mit Kathodenpuffer füllen; 
• die Fokussierung erfolgt bei 4 ºC (im Kühlraum) mit folgendem Elektrophoresepro-
gramm: 
30 min bei 200 V 
 17,5 Stunden bei 750 V 
 1 Stunde bei 850 V 
 1 Stunde bei 1000 V 
• die Gele mit Aqua dest. gefüllter Spritze aus den Röhrchen in eine Plastikschale ver-
drängen; 
• das basische obere Ende mit gesättigter Bromphenolblaulösung markieren. 
 
Equilibrierung 
Vor der zweiten Dimension werden die Gele nacheinander in Equilibrierungspuffer I und II 
für 20 min bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert. 
 
SDS-PAGE 
Als nächstes werden die SDS-Gele hergestellt. In der Regel sind 15%ige 
Polyacrylamidgele geeignet. Das Besondere ist die Benutzung einer an der Kathoden-
kammerseite schräg geschliffenen Glasplatte zur Aufnahme des IEF-Gels. 
Folgende Vorgänge sind für die 2. Dimension notwendig: 
 
• SDS-Gel für die zweite Dimension vorbereiten, über Nacht vollständig 
durchpolymerisieren lassen, um störende Adduktbildung mit Proteinen zu verhindern; 
• LOW und TOP-Agarose auf 60 ºC im Wasserbad erhitzen; 




• der eingekerbte Spalt wird mit LOW-Agaroselösung im Sammelgelpuffer teils gefüllt 
und das Röhrchengel wird blasenfrei, mit der markierten Seite an den rechten Rand, in 
die Kerbe eingelegt; 
• zur Fixierung das Röhrchengel mit warmer TOP-Agaroselösung überschichten; 
• untere Kammer mit den Glasplatten in den 1 x SDS-Laufpuffer einsetzen; 
• obere Kammer mit 1 x SDS-Laufpuffer füllen und den vorbereiteten Standard vorsichtig 
in die Vertiefung (Tasche) im Sammelgel pipettieren; 
• Proben bei 50 mA 20 min einlaufen lassen, dann bei 120 mA 3-4 Stunden das Gel 
laufen lassen; 
 
Die Trenndauer beträgt ca. 3,5 bis 4 Stunden. 
 
Silberfärbung 
Die Silberfärbung dient nach der gelelektrophoretischen Auftrennung im Polyacrylamid-Gel 
zur Darstellung der Proteine. 
 
Für die Silberfärbung werden folgende Arbeitsschritte durchgeführt: 
Thiosulfatlösung für Silverstain: 0,2% Natriumthiosulfat, 0,1 M Natriumacetat 
Fixierlösung: 600 ml Aqua dest., 30% Ethanol und 10% Essigsäure  
 
• das Gel in 120 ml Fixierlösung 15 min schüttelnd inkubieren, Fixierlösung absaugen, 
den Vorgang wiederholen; 
• Gel in Thiosulfatlösung über Nacht auf dem Schüttler inkubieren; 
• Gel in 100 ml Aqua dest. 10 min schüttelnd inkubieren, dann das Wasser absaugen; 
• diesen Vorgang noch zweimal wiederholen; 
• nach dem Waschen das Gel in 125 ml Silbernitratlösung geben und 25 min schütteln 
lassen; 
• Gel 1x mit Aqua dest. waschen, nur kurz schwenken. 
 
Silbernitratlösung wird folgendermaßen vorbereitet: 
• 0,25 g Silbernitrat, 250 ml Aqua dest., 62,5 µl Formaldehyd. Erst Silbernitrat lösen, 
dann Formaldehyd dazugeben. 
 





Beim 1. Entwicklungsschritt reagiert das freie Silberreagenz ab (Lösung färbt sich dabei 
schwarzbraun). Beim 2. Schritt reagiert nur proteingebundenes Reagenz bis die Reaktion 
abgestoppt wird. 
 
Die Herstellung der Entwicklerlösung: 
• 10 g Natriumcarbonat, 400 ml Aqua dest., 200 ml Formaldehyd. Erst Natriumcarbonat 
lösen, dann Formaldehyd dazugeben. 
• 50 ml Entwicklerlösung zum Gel geben, sobald der Entwickler braun wird, Lösung ab-
saugen, diesen Vorgang wiederholen; 
• den Vorgang nochmals wiederholen mit 100 ml Entwicklerlösung bis Signale auf dem 
Gel erkennbar sind; 
• zum Stoppen der Färbung 10 ml konzentrierte Essigsäure auf das Gel geben; 
• die Reaktion durch starkes Ansäuern beenden, was durch Bildung von Gasblasen 
(C02) beobachtbar ist, anschließend das Gel in Aqua dest. waschen; 
• solange warten bis keine Gasblasen (C02) mehr beobachtbar sind (ca.10 min); 
• zur Dokumentation Gele zunächst einscannen und anschließend zwischen Cellophan-
Folie trocknen lassen; 
• damit sie nicht zerreißen, Gele zuvor in „Gelfix“-Lösung einlegen (mind. 20 min lang); 
Gelfix-Lösung: 
• 50% Ethanol und 2% Glycerin auf 1 Liter Aqua dest. auffüllen. 
 
Präparatives Gel 
Nach der 2. Dimension wird folgendermaßen vorgegangen: Gelvolumen bis 24 ml: 
• nach der Elektrophorese Inkubation des Gels 60 min lang in 200 ml Fixierlösung und 
im Anschluss Inkubation für 2-15 Std. in 200 ml der Roti®-Blue Färbelösung. 
• Gel in eine saubere Schale überführen. Gel auf dem Schüttler in 100 ml Waschlösung  
5 min lang inkubieren lassen. Durch heftige Bewegungen können die Bereiche mit den 
ausgefallenen Farbstoffen in die Lösung überführt werden. Als nächstes wird die 
Waschlösung abgesaugt, das Gel gescannt. Anschließend werden die Proteinbanden 
geschnitten: eine interessierende Proteinbande mit einem Skalpell herausschneiden, in 




sehr kleine Stücke teilen (ca. 2 mm x 2) und in ein 0,2 ml Reaktionsgefäß überführen. 
Im Anschluss wurden die Proben zur Identifikation versandt. 
• Zum Trocknen des Gels: Gel auf dem Schüttler 30 min lang in 100 ml Trocknerlösung 
inkubieren und abschließend zwischen Cellophan austrocknen lassen. 
 
Die Herstellung der Lösungen: 
Fixierlösung (100 ml): 
• 79 ml Aqua dest., 1 ml o-Phosphorsäure 85% und 20 ml Methanol. 
 
Roti®-Blue Färbelösung (100 ml): 
• 60 ml Aqua dest. und 20 ml Methanol mischen; 
• Unter Rühren 20 ml Roti®-Blue (5 x Konzentration) dazugeben. 
 
Waschlösung (100 ml): 
• 25 ml MeOH 99,8%, 75 ml Aqua dest. 
 
Trocknerlösung (100 ml): 
• 10 ml Glycerin 99,5%, 20 ml Ethanol, 70 ml Aqua dest. 
 
 
2.3.2  Westernblot 
Vorab wird ein Gemisch aus Proteinen in der Trägersubstanz entsprechend der Größe 
und Ladung aufgetrennt. Zuerst werden die zu analysierenden Proteine mit einem 
Polyacrylamid-Gel in separate Proteinbanden isoliert. Nun wird beim Westernblot ein 
elektrisches Feld angelegt, das senkrecht zum Polyacrylamid-Gel positioniert ist. Somit 
bewegen sich die Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran. Aufgrund hyd-
rophober Interaktionen bleiben die Proteine an der Membranoberfläche hängen. Jetzt sind 
die Proteine bereit, um Antikörper aufzunehmen. Nach diesem Arbeitsschritt wird an das 
Protein angelagerte SDS ausgewaschen. Es erfolgt nun die Identifizierung der Prote-
inbanden unter Anwendung von spezifischen Antikörpern, die an die jeweiligen spezifi-
schen Stellen anhaften. Unspezifisch gebundene Antikörper werden mithilfe von bestimm-
ten Puffern beseitigt.  
 
  









10 x SDS-Laufpuffer: 
• 250 mM Tris Base, 1,92 M Glycin, 1% SDS 
 
4 x SDS Probenpuffer: 
• 2 g Tris-HCl, 25 mg Bromphenolblau, 25 ml Aqua dest., mit Glycerol auf 45 ml auffül-
len, pH 6,8 einstellen, 5 ml 20%ige SDS-Lösung 
 
Für zwei Gelplatten 
 
Trenngel (15%): 
• 6 ml Tris-HCL (pH 8,8), 7,5 ml Acrylamid, 1,5 ml Aqua dest.,120 µl SDS, 15 µl TEMED, 
150 µl APS 
 
Stop-Gel: 
• 500 µl Trenngelpuffer, 1,2 µl TEMED, 120 µl APS 
 
Sammelgel: 
• 280 µl Tris-HCL (pH 6,8), 210 µl Acrylamit, 1500 µl Aqua dest., 8 µl SDS 10%, 4 µl 
TEMED, 40 µl APS 
 
Ladepuffer: 
• 40 µl 1 M DTT, 60 µl 4 x SDS Probenpuffer 
 
Um das Gel zu gießen, folgende Reihenfolge beachten: 
• saubere Glasplatten (mit Ethanol reinigen); 
• Stop-Gel gießen; 
• Trenngel bis ca. 5 mm unterhalb der Probentaschen gießen; 
• sofort Sammelgel bis zum oberen Rand der Glasplatten gießen; 




• Kamm luftblasenfrei einstecken; 
• Gel ca. 1 Stunde aushärten lassen. 
 
Die Proben werden folgendermaßen vorbereitet: 
• 25 µg Probe in 10 µl Aqua dest.; 
• Zufügen von 5 µl Ladepuffer; 
• Erhitzen für 2 min bei 95 ºC; 
• Abschrecken auf Eis und 5 min Zentrifugation bei 1000 rpm. 
 
Gel-Lauf: 
• Aufbau der Elektrophorese; 
• Einfüllen von 1 x SDS Laufpuffer; 
• Aufladen von Proben und entsprechendem Standard; 
• Stromstärke: Lauf des Gels auf 60 V, sobald die Proben im Trenngel sind, Voltzahl auf 
120 V erhöhen; 
 
Westernblot 
Folgende Puffer werden vorbereitet: 
Puffer: 
10 x Blotting-Puffer: 
• 100 ml Laufpuffer ohne SDS, 200 ml Methanol, 700 ml Aqua dest. 
 
10 x TBS: 
• 24,2 g Tris Base, 80 g NaCl, 15 ml HCl (37%ig), pH 7,6 einstellen (TBS) 
 
1 x TBST: 
• 100 ml TBS (10 x), 900 ml Aqua dest., 1 ml Tween 20 
 
Blocking-Puffer: 
• 50 ml 1 x TBST, 2,5 ml Magermilchpulver (5%) 
 
  




Blot wird folgendermaßen zusammengebaut: 
Der Aufbau erfolgt in einer mit Blotting Puffer gefüllten Schale von der Kathode zur Anode 
in dieser vorgegebenen Reihenfolge: 
 
• Schwamm, Pappe, Gel, Nitrocellulose-Membran, Pappe, Schwamm. 
 
Zwischen Schwämme und Pappe wird das Gel mit Nitrocellulose-Membran einspannt und 
in die Blotkammer befördert. Blottingpuffer in Kammer einfüllen und Eis dazugeben. Bei  
4 °C die Proteine 1 h lang auf die Nitrocellulose-Membran unter 300 mA pro Kammer 




• die Nitrocellulose-Membran wird für ca. 5 min mit Ponceau S gefärbt; 
• dann mit Aqua dest. soweit entfärben bis die Banden zu sehen sind. 
 
Im Folgenden wird die Primärantikörper-Reaktion durchgeführt: 
 
Für die Antikörper Reaktion folgende Schritte beachten: 
• NC-Membran 2-4 Stunden in Blocking-Puffer auf einem Kippschüttler blocken; 
• Zugabe des Primärantikörpers; 
• Inkubation bei 4 ºC auf einem Kippschüttler über Nacht; 
• 4 x 10 min waschen mit TBST; 
• Zugabe des Sekundärantikörpers (HRP gekoppelt); 
• Inkubation für eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Kippschüttler; 
• 4 x 10 min waschen mit TBST. 
 
Zur Detektion werden folgende Schritte durchgeführt: 
• Vorbereitung der ECL-Lösung; 
• ECL-Lösung auf die Membran aufbringen und 1 min lang einwirken lassen; 
• Restliche ECL-Lösung abtropfen lassen, Membran in Folie einpacken und in die Film-
kassette überführen; 
• Herstellung des Röntgenfilms in der Dunkelkammer (10 sec, 1 min. und bis 1 Stunde).  




Für die ß-Actin Detektion sind folgende Schritte notwendig: 
• nach dem Exponieren NC-Membran 2-4 min mit TBST auf dem Kippschüttler waschen; 
• ß-Actin-Antikörperlösung: 6 ml Blocking-Puffer, 1,2 µl anti-ß-Actin Antikörper (1 : 500); 
• NC-Membran über Nacht bei 4 ºC in ß-Actin-Antikörperlösung inkubieren; 
• dann 3 x 15 min mit TBST waschen; 
• 2 min in normalem ECL inkubieren; 
• Membran in Folie einschlagen und exponieren (5 und 15 sec). 
 
 
2.3.3  Proliferationsansatz MTT-Assay 
Es erfolgt die Aufnahme des gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-Diemethylthiazol-2-yl) 
2,5-Diphenyterazoliumbromid) durch vitale Zellen. Mit Hilfe mitochondrialer Dehydrogena-
sen wird es zu einem stark blauen, wasserunlöslichen Formazanfarbstoff umgewandelt. 
Für die photometrische Messung (570-590 nm) werden die Zellen lysiert, um den Farbstoff 
freizusetzen. Die Intensität der Blaufärbung korreliert mit der metabolischen Aktivität der 
Zellen. Der MTT-Test erfolgte in Doppelbestimmung. 
 
Durchführung 
• Auf die 12-Lochplatte in jedes Well (Anzahl nach Gebrauch) 1500 ml Medium und  
200 µl INS-1 Zellen geben. Zellen bis 50 - 60% Konfluenz wachsen lassen; 
• Medium absaugen, zu INS-1 Zellen jeweils 10 und 30 mM Glukoselösung geben, 3 
Tage inkubieren. Es gab auch Versuche, wo die INS-1 Zellen mit den definierten 
Glukosekonzentrationen insgesamt 4 Tage inkubiert wurden mit Glukosemedium-
wechsel am 2. Tag. Dann wie folgt fortfahren:  
• Zugabe von 20 µl (5 mg/ml) MTT pro Well vorsichtig an die Wand (nicht schütteln); 
• Inkubation für 1-3 Stunden im Brutschrank bei 37 °C; 
• vorsichtiges Absaugen des Mediums und Lösen des Formazanfarbstoffs durch Zugabe 
von 200 µl DMSO pro Well. 15 min auf dem Schüttler einwirken lassen; 
• Mikrotiterplatte beschriften, in jedes Well 50 µl H20 und 50 µl DMSO geben, die ersten 
2 Wells freilassen, wegen Leerwertmessung; 
• bei 570 nm photometrisch messen. 
 
Reagenzien: 
MTT (10 x)  5 mg/ml lösen in 1 ml PBS. 




2.3.4  GOD-PAP Methode 
(GOD= Glucoseoxidase, PAP = Phenol and Peroxidase) 
 
Methode: 
Bestimmung der Glukose nach enzymatischer Oxidation in Gegenwart von Glukose-
oxidase. Indikator ist Chinonimin, das aus Wasserstoffperoxid und 4-Aminophenazon un-
ter Anwesenheit von Phenol und Peroxidase gebildet wird. 
 
Reaktionsprinzip: 
Glukose + 02 + H20  Gluconsäure +H2O2 
2 H2O2 + 4-Aminophenazon + Phenol  Chinonimin + 4H20 
 
Untersuchungsgut: 
Glukosemedium der INS-1 Zellen in 2 verschiedenen Konzentrationen (10 und 30 mM)  
 
Bestimmungsansatz: 
Wellenlänge:  500 nm, Hg 546 nm 
Schichtdicke:  1 cm 
Temperatur:  20 – 25 ºC  




RGT: 1000 ml Enzymreagenz 
 
 Phosphat-Puffer (pH 7,5)  0,1 mol/l 
 4-Aminophenazon   0,25 mmol/l 
 Phenol    0,75 mmol/l 
 Glukoseoxidase   > 15 KU/l 
  Peroxidase    > 1,5 KU/l 
 Mutarotase    > 2,0 KU/l 
 Stabilisatoren 
  




STD: 3 ml Standard: 
 Glukose    100 mg/dl bzw. 5,55 mmol/l 
- 1 Reagenzienleerwert  2000 µl RGT in die Küvette pipettieren, 
- Je Küvette 20 µl Probe und 2000 µl RGT pipettieren. 
Mischen, 10 min bei 20 – 25 ºC oder 5 min bei 37 ºC inkubieren. Innerhalb von 60 min 
Extinktion des Standards und der Proben gegen den Reagenzienleerwert messen. 
 
Berechnung der Glukose-Konzentration: 




Der Test ist bis zu einer Glukosekonzentration von 400 mg/dl oder 22,2 mmol/l linear. 
Bei höheren Glukosekonzentrationen Proben mit Aqua dest. verdünnen.  
 
2.3.5  Herstellung der Pioglitazonlösung 
Pioglitazon wurde als Vorratslösung (10 mM) mit Dimethylsulfoxid (DMSO) vorbereitet und 
bis zum Gebrauch bei -20 °C eingefroren. 
- 6,0 mg Pioglitazonpulver in 1682 µl DMSO lösen. 
 
2.3.6  Isolation von RNA 
Zur Isolation von RNA aus INS-1 Zellen wurden diese in je zwei Zellkulturschalen (ø 10-
cm-Schalen) bis zu 80%iger Zelldichte angezogen. Die Isolation der RNA passierte per 
RNeasy Mini Kit nach den Angaben des Herstellers. 
 
RNA-Konzentrationsbestimmung 
Die Konzentration der RNA wurde mittels Photometrie festgelegt. Dafür sind folgende 
Schritte notwendig: 
• 2 Eppendorfgefäße vorbereiten, mit TE (Leerwert) und Probe beschriften; 
• in jedes Gefäß 500 µl TE pipettieren; 
• in das Probegefäß 5 µl RNA-Probe pipettieren; 
 




• Absorption bei 260 nm in der Quarzküvette  
(1 OD = 40 µg RNA/ml). 
 
Nachweis der präparierten RNA auf Agarosegel 
Die Puffer wurden wie folgt hergestellt. 
 
5 x TBE-Puffer pH = 8 (1 Liter) 
• 54 g Tris-Base, 27,5 Borsäure, 7,44 g EDTA, nach dem Ansetzen autoklavieren 
 
Auftragspuffer (1 ml) 
• 20% Glycerin, 0,5 x TBE, Bromphenolblau 
 
Durchführung: 
• Agarosegelkammer mit 30%igem H202 säubern; 
• 0,25 g Agarosefeststoff abwiegen; 
• 5 ml 5 x TBE auf 50 ml Aqua dest. auffüllen, davon 25 ml zur Agarose geben und in 
der Mikrowelle aufkochen lassen; 
• 2 µl Ethiumbromid in die aufgekochte Agaroselösung geben; 
• Gelträger an den Seiten mit Gel abdichten, 1 min warten, den Rest der Gellösung in 
die Kammer geben und die Taschen einsetzen. 
 
RNA-Vorbereitung 
• 1 µg mit Ethanol gefällte RNA in ein Cup geben und 5 min auf höchster Stufe zentrifu-
gieren; 
• Ethanol abziehen; 
• 6 µl RNAase-freies Wasser in den Cup mit RNA geben und gut durch pipettieren; 
• 3 µl Auftragspuffer dazu pipettieren; 
• Agarosegel in die Kammer einsetzen und mit ca. 150 ml Laufpuffer (5 x TBE) auffüllen; 
• RNA in die Taschen pipettieren und bei 30 mA laufen lassen; 
• nach 30 min Gel unter UV-Licht exponieren und davon ein Foto erstellen. 
  




2.3.7  Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR) 
Nach der Herstellung der einzelsträngigen messenger RNA (mRNA) wurde mittels Rever-
se Transkription die mRNA in complementary DNA (cDNA) umschrieben.  
Danach erfolgte die Amplifizierung von cDNA mittels PCR. Unter Anwendung des OneS-
tep RT-PCR Kit wurde der Reaktionsansatz zur DNA-Synthese angesetzt. Die Proben und 
die Lösungen wurden auf Eis behandelt. Die verwendeten Volumina (s.u.) richteten sich 
nach den Angaben des Herstellers und hatten ein Endvolumen von 50μl. Die für die Syn-
these der HMGB1 cDNA verwendeten Primer und Polymerasen wurden folgendermaßen 
vorbereitet: 
 
RNase freies Wasser: ad 50μl 
5x Qiagen Onestep RT-PCR Puffer 10μl 
dNTP Mix 2μl 
Primer A (50 nmol/μl) 0,6μl 
Primer B (50 nmol/μl) 0,6μl 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzym Mix 2μl 
RNase-Inhibitor 0,2μl 




- HMG R1  Sequenz 5‘-3‘ : 5‘-TTA TTC ATC ATC ATC AT-3‘ 
- HMG R2  Sequenz 5‘-3‘ : 5‘-TTC ATC ATC ATC ATC TT-3’ 
- HMG F    Sequenz 5‘-3‘ : 5‘-ATG GGC AAA GGA GAT CCT AA-3’ 
F = Forward, R1 und R2 = Reverse 
 
Polymerasen: Expand high Fidelity, PfU (DNA-Polymerase) 
 
1. Alle mit Expand     2. Alle mit PfU 
a) Actin + DMSO     f) Actin + DMSO 
b) HMG F + HMG R1/ +DMSO   g) HMG F + HMG R1/ +DMSO 
c) HMG F + HMG R1/- DMSO   h) HMG F + HMG R1/- DMSO 
d) HMG F + HMG R2/+DMSO   i)  HMG F + HMG R2/+DMSO 
e) HMG F + HMG R2/- DMSO   j)  HMG F + HMG R2/- DMSO  





Die PCR ist eine hochsensitive Amplifikationsmethode, um wenige DNA-Abschnitte stark 
zu vermehren. Die PCR beruht auf einem einfachen Prinzip. Unter Anwendung von Aus-
gangs-DNA (Template DNA), spezifischen Primern und thermostabilen DNA-Polymerasen 
kommt es in einer bestimmten Zyklusabfolge zu einer Vervielfältigung der DNA. 
Der Erfolg der PCR-Amplifikate wurde durch die Agarose-Gelelektophorese überprüft und 
von den Bestandteilen Primer und Polymerasen getrennt. Zuvor wird das Agarosegel in 
Ethidiumbromid-Bad inkubiert, damit es am UV-Tisch sichtbar gemacht wird. 
 
Anschließend wird die DNA aus der Gelbande mit einem Skalpell isoliert. Das Gel sollte 
dem UV-Licht nicht lange ausgesetzt werden. Die Kombination von Ethidiumbromid und 
UV-Licht wirkt sehr zerstörerisch auf die DNA, was eine minimale Klonierungseffizienz 
oder eine Mutation zur Folge haben kann. Zur Abschätzung der Molekülgröße werden 
Marker verwendet. 
 
Die reverse Transkription und die Amplifikation in einem Thermocycler (Techne,  
Cambridge, UK) wird nach folgendem Programm durchgeführt: 
Reverse Transkription: 30 min bei 50 °C 
Initial PCR Aktivierungsschritt 15 min bei 95 °C 
 
3-Schritt PCR:    
    - Denaturierung  0,5 min bei 94 °C 
    - Anlagerung 0,5 min bei 40 – 55 °C 
    - Elongation 1,0 min bei 72 °C 
Anzahl der Zyklen 35 
Final Extension 10 min bei 72 °C 
 
Zur Überprüfung der PCR wurden 5-10μl PCR-Produkt mit Auftragspuffer versetzt und in 
einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
 
  




2.3.8  Gelextraction und A-tailing 
Nachdem die PCR-Produkte mit Hilfe eines Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt wur-
den, wurde das sog. A-tailing durchgeführt. Da die PfU-Polymerase keinen Poly-A-
Überhang im PCR-Produkt (= cDNA) bildet und somit nicht direkt in den Vektor kloniert 
werden kann, wird das A-tailing durchgeführt. Die notwendigen A-Überhänge am 3`-Ende 
des pcDNA3.1/V5-His-TOPO wurden mit Hilfe der Taq-Polymerase erstellt. 
 
2.3.9  Topo Cloning Reaktion und Transformation 
Die TOPO Cloning Technologie ermöglicht eine schnelle Ligation von PCR-Produkten in 
ein pcDNA3.1/V5-His-TOPO Vektor und anschließende Transformation von rekombinan-
ten Vektoren in TOP10 Bakterien innerhalb eines Tages. Es wurde ein OneShot TOPO 
Cloning Kit verwendet. Die Untersuchung wurde nach Angaben des Herstellers durchge-





Abb. 3: Beim TOPO-Cloning verbindet eine an den Vektorenden vorhandene Topoiso-
merase I die Enden mit dem PCR-Amplifikat. Dabei besitzt der Vektor einen T-Überhang 
und das PCR-Amplifikat ein A-Tailing (Reinard T., Molekularbiologische Methoden 2010). 
 
2.3.10  Plasmidpräparation aus E. coli 
Die Bakterien werden in LB-Medium kultiviert. Nach dem Autoklavieren des Mediums lässt 
man die Flüssigkeit abkühlen und fügt das entsprechende Antibiotikum (Ampicillin 100 
mg/ml) hinzu. Das Antibiotikum selektiert die transformierten E. coli-Klone. Durch ein Anti-
biotikum-Resistenzgen auf den eingeführten Plasmiden sind die plasmid-positiven Kolo-




nien vor dem Antibiotikum geschützt, die anderen sterben ab. Für das Kultivieren auf Plat-
ten wird dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar zugefügt. Nach dem Ab-
kühlen auf 50 °C wird die entsprechende Menge Ampicillin zugegeben und die Platten 
werden gegossen. Auf den Platten werden Bakterien über Nacht bei 37 °C kultiviert. Bei 
Bedarf kann die Platte bei 4 °C mehrere Wochen gelagert werden. Flüssigkulturen werden 
mit einer Kolonie von einer LB-Agarplatte angeimpft und über Nacht bei 37 °C auf dem 
Schüttler angezüchtet. Die Kolonien werden erst in einer kleinen Menge (5 ml) kultiviert 
und anschließend in größere Mediummengen (120 ml) überführt. 
 
Plasmidpräparation 
Um die erhaltenen Bakterienkolonien auf positive Klone hin zu untersuchen, wurden ein-
zelne Kolonien von den oben definierten LBamp-Platten mit einer autoklavierten 
Pipettenspitze gepickt und mit 10 ml LBamp-Medium (Ampicillin, Stocklösung: 100 mg/ml) 
angeimpft. Die Zellen werden über Nacht bei 37 °C zur Vermehrung auf einen Schüttler 
gelegt und damit zur Amplifikation der Plasmide inkubiert. Im Anschluss wurde zur 
Aufreinigung des Plasmids der NucleoBond Plasmid Purification Kit (Mini) verwendet. Die 
Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. Die DNA-Konzentration wurde photomet-
risch bestimmt. 
 
2.3.11  Restriktionsenzymverdau 
Die aus dem Mini-Präp gewonnenen Plasmide wurden mit Hilfe von Restriktions-
endonukleasen geschnitten und mit dem Agarosegel auf Klone mit dem richtig orientierten 
Insert untersucht. Mit den positiven Klonen wurde dann nach Herstellerangaben ein Maxi-
Präp durchgeführt. Das Plasmid mit den richtigen Schnittstellen wurde erneut mit Restrik-
tionsenzymen linearisiert, gesäubert und sequenziert, bevor diese in der Transfektion ein-
gesetzt wurden. 
Restriktionsendonukleasen spalten die DNA an einer spezifischen Sequenz von 4 - 8 Ba-
sen, die sehr häufig palindromisch sind. Sie können zur Überprüfung der Lagestellung von 
Insert und Plasmiden benutzt werden.  
 




2.3.12  Stabile Transfektion (GenePORTER Transfection) 
Der GenePORTER Transfection Reagent eignet sich für eine stabile Transfektion. Zur 
Selektion der transfizierten Zellen wurde Antibiotikum ins Kulturmedium gegeben, da sie 
das Resistenzgen enthielten. 
 
Bestehend aus: 
getrocknetem GenePORTER-Lipidfilm, 0,8 ml Hydrierungspuffer, 2 x 2 ml DNA-
Verdünnungspuffer, 1 x 4 ml DNA-Verdünnungspuffer B, Lagerung bei 4 °C. 
Vor Gebrauch GenePORTER-Lipidfilm mit 0,8 ml Hydrierungspuffer bei Raumtemperatur 
hydratisieren und für 10 sec stark vortexen. Für anhaftende Zellen benötigt man 5 µl Gene 
PORTER-Reagenz zu 1 µg DNA Transfektion von anhaftenden Zellen. 
 
Vor der Transfektion sollte man die Zellen so teilen, dass sie am Tage der Transfektion zu 
60 - 90% konfluent gewachsen sind. 
• DNA mit serumfreien Medium verdünnen und die Hälfte des Transfektionvolumens 
(empfohlen 2 ml) nehmen; 
• GenePorter Reagenz mit serumfreiem Medium verdünnen und die andere Hälfte des 
Transfektionvolumens nehmen; 
• verdünnte DNA mit dem verdünnten GenePORTER Reagenz schnell zusammenmi-
schen und bei Raumtemperatur für 10 - 45 min inkubieren; 
• Kulturmedium von den Zellen absaugen, vorsichtig die DNA-GenePORTER-Mischung 
auf die Zellen geben und bei 37 ºC für 3 - 5 Stunden inkubieren; 
• 3 - 5 Stunden nach der Transfektion das Medium mit 20% FCS auf die Zellen geben 
und über Nacht bei 5 - 10% CO2 bei 37 ºC inkubieren; 
• 24 Stunden nach der Transfektion frisches Medium und Gentamycin hinzufügen; 




3  Ergebnisse 
Die Arbeit begann mit der Untersuchung von ß-Inselzellen unter den definierten 
Glukosekonzentrationen (10 und 30 mM). Die herunter regulierten Proteine HMGB1 und 
Caspase 3 wurden mit Pioglitazon behandelt. Ferner wurde eine stabile Transfektion 




3.1  Einfluss erhöhter Glukosekonzentration auf die INS-1 Zellen 
Als erster Schritt wurden INS-1 Zellen unter zwei verschiedenen Glukosekonzentrationen 
kultiviert. Die eine Konzentration entspricht einem Wert von 10 mM Glukose, um das Ein-
fache eines gesunden Menschen erhöht, und die andere einem Wert von 30 mM Glukose, 
was einen pathologischen Wert darstellt, welcher bei an Diabetes mellitus erkrankten Per-
sonen zu messen ist. Die Glukosemedien wurden ohne Serum vorbereitet, da dieses das 
Wachstum der Zellen positiv beeinflusst hätte.  
 
Die Zellen wurden vier Tage lang im Brutschrank bei 37 °C gehalten. Am zweiten Tag 
wurden die Glukosemedien ausgewechselt, um eine konstante Glukosekonzentration zu 
gewährleisten. Am vierten Tag wurde aus den behandelten INS-1 Zellen eine Proteinex-
traktion und -bestimmung durchgeführt. Mittels 2D-Gelelektrophorese erfolgte eine Tren-











Abb. 4: Herunterregulation von zwei Proteinspots im Bereich von 33 kDa unter 30 mM 




Die isoelektrische Trennung in der ersten Dimension erfolgte mit Trägerampholyten im 
Bereich von pH (3-10 und 4-7) und in der zweiten Dimension auf einem 10%igen SDS-
Polyacrylamidgel. Es ist eine eindeutige Herunterregulation von zwei Spots (Pfeile) im Be-
reich von 33 kDa unter den mit 30 mM Glukose (B) behandelten INS-1 Zellen zu identi-
fizieren im Vergleich zu den mit 10 mM (A) behandelten INS-1 Zellen. Diese Angaben 
wurden 25 Mal reproduziert und die Werte +/- Standardabweichungen gezeigt. lm nächs-
ten Schritt wurden einige regulierte Spots, nachdem ein präparatives Gel (Abb. 5 A und B) 
gefahren worden war, aus dem Gel ausgeschnitten und mittels MALDI-TOF-






Abb. 5: Inkubation der INS-1 Zellen mit den Glukosekonzentrationen 10 mM (A) und 30 
mM (B). Hier handelt es sich um eine Coomasie-Blue-Färbung. 
Als Beispiele deuten die Einkreisungen auf einen Unterschied im Proteinmuster bezogen 
auf unterschiedliche Glukosekonzentrationen. Diese Angaben wurden 3 Mal reproduziert 




Folgende Proteine wurden als reguliert identifiziert: 
(↑, hochreguliert; ↓, herunterreguliert): 
 
 
10%iges Gel:    
• ATPsynthase α chain (55 kD) ↑ 
• Dipeptidylpeptidase (80 kD) ↓ 
• HSPC 263 (38 kD) ↓ 
• HMGB 1 (33 kD) ↓ 
• Caspase 3 (33 kD) ↑ 
 15%iges Gel:   
• Chromatin structural protein (16 kD) ↓ 
• Rho dissociation inhibitor (GDI) α (30 kD) ↓ 
• Superoxiddismutase 1 (17 kD) ↓ 
• Cellular retinoic acid binding protein (12 kD) ↑ 
 
Einige regulierte Spots konnten nach massenspektrometrischer Analyse keinen bekannten 
Proteinen zugeordnet werden. Es könnte sich hierbei um bisher unbekannte Proteine han-
deln, die in der Datenbank nicht aufgeführt sind.  
 
Von großem Interesse waren für uns die Proteine HMGB1 und Caspase 3. Über das 
HMGB1 gibt es aktuell wenige Erkenntnisse. Hierbei handelt es sich um einen Transkripti-
onsfaktor, der auch an bestimmte Transkriptionsfaktoren bindet (Thomas und Stott 2012). 
Er spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung zahlreicher klinischer Erkrankungen sowie 
bei Diabetes mellitus (Volz et al. 2010), der Autoimmunität, kardiovaskulären Erkrankun-
gen und in der Tumorgenese (Sun et al. 2013). Caspase 3 spielt eine zentrale Rolle bei 
der Entstehung der Apoptose, indem es mit verschiedenen Faktoren interagiert. In Anbe-
tracht dieser Information sollen in dieser Studie Erkenntnisse über die zellulären Folgen 






3.1.1  Einfluss von Glukose auf die Vitalität der INS-1 Zellen 
Die INS-1 Zellen wurden mit Glukosekonzentrationen von 10 mM, 30 mM und normalem 
Medium (nm) über einen Zeitraum von 96 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Glukose-
medien wurden ohne Serum vorbereitet. Als Vergleich wurden auch die INS-1 Zellen unter 
denselben Bedingungen mit normalem Nährmedium behandelt, welches Serum enthielt. 
Nach 48 Stunden wurde das Medium ausgetauscht, um die Glukosekonzentration kon-
stant zu halten. Parallel wurde derselbe Versuch nochmals durchgeführt, wobei diesmal 
das Glukosemedium nicht gewechselt wurde. Durch eine Doppelbestimmung per MTT-
Assay wurde die Zellproliferation identifiziert. Nach Exposition der INS-1 unter definierten 
Glukosekonzentrationen zeigten sich nach 96 Stunden Wirkungen auf das Zellwachstum. 
 
Versuch ohne Mediumwechsel: 
Bei der Datenerhebung wurde die Vitalität unter 10 mM Glukosebedingungen gleich 
100%± 3% gesetzt. Bei INS-1 Zellen ohne Mediumwechsel beobachtete man nur einen 
geringen Vitalitätsunterschied. Die INS-1 Zellen waren unter 30 mM Glukose in ihrem 
Zellwachstum im Vergleich zur 10 mM um ca. 17% eingeschränkt (83% ± 2%). INS-1 Zel-
len in normalem Nährmedium zeigen ein besseres Zellwachstum um ca. 119%. Das in 
normalem Medium enthaltene Serum stellt für die Zellproliferation optimale Voraussetzun-
gen dar (Abb. 6). 
 
   
 
Abb. 6: INS-1 Zellen unter 10 mM und 30 mM Glukose (G) und ohne Mediumwechsel. 
Angaben sind Mittelwerte ± S.E.M. (n=22) in Prozent [%] von Kontrolle (10 mM G).  




Versuch mit Mediumwechsel: 
Bei dem Versuch mit einem Glukosemediumwechsel zeigten sich deutlichere Unterschie-
de. Es ist eine signifikante Abnahme der Proliferation der INS-1 Zellen im Medium mit 30 
mM Glukose zu beobachten im Vergleich zu Medium mit 10 mM Glukose (Abb. 7). 






Abb. 7: INS-1 Zellen unter 10 mM und 30 mM Glukose (G) und mit Mediumwechsel.  An-
gaben sind Mittelwerte ± S.E.M. (n=30) in Prozent [%] von Kontrolle (10 mM G).  
* p< 0,05 vs. Kontrolle, t-Test. 
 
 
3.1.2  Immunchemischer Nachweis von HMGB1 und Caspase 3 in INS-1 Zellen 
Die INS-1 Zellen wurden in 10 und 30 mM serumfreiem Glukosemedium in 96 Stunden bei 
37 °C angezüchtet. Nach 48 Stunden erfolgte ein Glukosemediumwechsel. HMGB1 und 
Caspase 3 wurden mittels Westernblot detektiert. Die immunreaktiven Banden lagen beim 
erwarteten Molekulargewicht: HMGB1 bei 31 kD und Caspase 3 bei 17, 19 und 33 kDa 
(Abb. 9). HMGB1 wurde bei 30 mM Glukose im Vergleich zu 10 mM Glukose 
herunterreguliert vorgefunden (Abb. 8). Simultan zeigte sich eine Aktivierung von Caspase 








Abb. 8: Herunterregulation von HMGB1 bei 30 mM Glukose im Vergleich zu 10 mM. Die 
Banden für ß-Actin zeigen eine gleichmäßige Proteinauftragung. 10G: 10 mM Glukose,  





Abb. 9: Zerlegung von Caspase 3 in seine Fragmente unter 30 mM Glukosebedingungen. 
ß-Actin und Ponceau S zeigen eine gleichmäßige Proteinauftragung (10G: 10 mM Gluko-







3.1.3  SOD und ATPase im Westernblot 
Die INS-1 Zellen wurden bei 10 mM und 30 mM Glukosekonzentrationen über einen Zeit-
raum von 96 Stunden inkubiert. Nach 48 Stunden fand ein Mediumwechsel statt, um eine 
gleichmäßige Glukosebelastung zu gewährleisten. Die Daten der 2D-Gelanalyse, bezogen 
auf ATPase (55 kD) und SOD (17 kD), konnten nicht verifiziert werden. 
 
3.1.4  Nachweis von HMGB1 im Mediumüberstand 
Die INS-1 Zellen wurden wie in den vorherigen Versuchen behandelt. Nach 96 Stunden 
erfolgte eine Zentrifugation der Zellen. Aus dem Mediumüberstand wurde dann HMGB1 
mittels Western nachgewiesen. Es stellten sich sehr schwache Banden dar, zu schwach 
für Regulationen mit Westernblot, um eine Aussage machen zu können. Unter denselben 
Bedingungen wurden auch an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit dem 
Mediumüberstand einige Westernblots durchgeführt. Dabei war HMGB1 im Mediumüber-
stand nicht detektierbar. Auch nach einer Acetonfällung des Mediumüberstandes konnte 
HMGB1 unter den definierten Glukosekonzentrationen nur sehr schwach dargestellt wer-
den und war somit nicht verwertbar. 
 
3.1.5  Zellfraktionierung 
Die INS-1 Zellen wurden mit den definierten Glukosekonzentrationen insgesamt vier Tage 
lang inkubiert, wobei nach 48 Stunden ein Glukosemediumwechsel stattfand. Jeden Tag 
wurden die Aliquots der Zellen in die Bestandteile Kern und Zytosol zerlegt. Nach einer 
Proteinbestimmung wurde aus den jeweiligen Zellfraktionen ein Westernblot zur Detektion 
von HMGB1 durchgeführt (Abb. 10). 
 
Fazit:  
1. und 2. Tag:  keine Regulation ersichtlich unter den definierten Glukoselösungen 
(nicht gezeigt). 
3. Tag:   Unter 30 mM Glukose weniger HMGB1 im Kern und Zytosol. 
4. Tag:   Deutliche Reduktion von HMGB1 im Kern und Zytosol. 
 
Unter der Hyperglykämie sind sowohl im Kern als auch im Zytosol HMGB1 vorhanden. Es 






Abb. 10: HMGB1 ist ab dem 3. Tag in der Zytosolfraktion unter erhöhten Glukose-
bedingungen herunterreguliert. Am 4. Tag zeigt sich eine signifikante Abnahme. 10G: 10 
mM Glukose, 30G: 30 mM Glukose, K: Zellkern, Z: Zytosol. Gezeigt werden repräsentative 
Bilder von 6 Versuchen. 
 
 
3.1.6  Regulation von HMGB1 unter Pioglitazonbehandlung 
INS-1 Zellen wurden mit Pioglitazon für 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C vorinkubiert. 
Danach wurden den Zellen wie gewohnt die definierten Glukosekonzentrationen gegeben 
mit Zusatz von Pioglitazon. Unter denselben Voraussetzungen lief eine Kontrolle mit 
DMSO und den Glukoselösungen. Die vorinkubierten Zellen wurden dann nochmals in 
unterschiedlichen Zeiten (24, 48, 72 und 96 Stunden) inkubiert, geerntet und für den 
Westernblot vorbereitet. Pioglitazon zeigte in den INS-1 Zellen, die einer 30 mM 
Glukosekonzentration ausgesetzt waren, die Wiederherstellung der HMGB1-Expression 
nach 48 Stunden (Abb. 11a). Dieser Effekt ist unter nur erhöhter Glukosekonzentration 
ohne Pioglitazon nicht zu beobachten. Nach 24 Stunden war kein signifikanter Unterschied 
der HMGB1-Expression in den definierten Glukosekonzentrationen sowie mit oder ohne 
Zusatz von Pioglitazon zu verfolgen. 
 
Bei 30 mM Glukose ohne Pioglitazonbehandlung war eine Abnahme der HMGB1-
Expression unter 48 und 72 Stunden zu beobachten (Abb. 11 a, b). In Anwesenheit von 




HMGB1-Expression aufgehoben werden (Abb. 11 b, c Nach 72 Stunden zeigt sich eine 
Herunterregulation von HBMG1 unter Pioglitazon mit 10 mM Glukose. Pioglitazon inhibiert 
die HMGB1-Expression. Dieser Teil der Arbeit wurde 2007 in Journal of Bioscience veröf-
fentlicht.  
 
Nach einer Inkubation von 96 Stunden der INS-1 Zellen beobachtete man bei 10 mM Glu-
kose mit Pioglitazon und 30 mM Glukose eine deutliche Abnahme von HMGB1 im Ver-
gleich zu 10 mM Glukose ohne Pioglitazon und zu 30 mM Glukose mit Pioglitazon (Abb. 






Abb. 11 a, b, c: Effekt von Glukose und Pioglitazon auf die Proteinexpression von HMGB1 
in den INS-1 Zellen. ß-Actin zeigt eine gleichmäßige Proteinauftragung. a) Inkubation 48 
Stunden, b) Inkubation 72 Stunden und c) Inkubation nach 96 Stunden. 10G: 10 mM Glu-
kose, 30G: 30 mM Glukose, P: Pioglitazon, D: DMSO (Kontrolle). Gezeigt werden reprä-




3.1.6.1  Aktivierung von Caspase 3 unter Pioglitazonbehandlung 
Bei 30 mM Glukose zeigte sich eine Aktivierung von Caspase 3. Unter der Einwirkung von 
Pioglitazon bei erhöhten Glukosekonzentrationen wird die Spaltung von Caspase 3 aufge-
hoben. Unter 10 mM Glukose hat Pioglitazon keine Wirkung auf Caspase 3 (Abb. 12). 
 
 
Abb. 12: Aktivierung von Caspase 3 bei 30 mM Glukose ohne Pioglitazon und bei 10 mM 
Glukose mit Pioglitazon nach 72 Stunden. ß-Actin zeigt eine gleichmäßige Proteinauftra-
gung. 10G: 10 mM Glukose, 30G: 30 mM Glukose, P: Pioglitazon, D: DMSO (Kontrolle). 
Gezeigt werden repräsentative Bilder von 20 Versuchen. 
 
 
3.1.6.2  Regulation von Bcl2 unter Pioglitazonbehandlung 
Unter denselben Bedingungen wurde auch das Protein Bcl2 (28 kDa) aufgrund seiner 
antiapoptotischen Wirkung untersucht (Abb. 13). Am 1. und 2. Tag zeigte sich unter den 
definierten Glukosekonzentrationen mit oder ohne Pioglitazon keine Regulation. Am 3. 
Tag war eine Hochregulation bei 10 mM Glukose mit Pioglitazon im Vergleich zu 30 mM 
Glukose mit Pioglitazon vorhanden. Bei 10 und 30 mM Glukose mit DMSO war keine Re-
gulation von Bcl2 sichtbar. Unter denselben Versuchsbedingungen wurden die Proteine 
Bclx, Survivin (16 kDa) und Cyclin D1 (36 kD) untersucht, aber es war keine signifikante 





Abb. 13: Hochregulation von Bcl 2 bei 10 mM Glukoselösung mit Pioglitazon. ß-Actin zeigt 
eine gleichmäßige Proteinauftragung. 10G: 10 mM Glukose, 30G: 30 mM Glukose,  




3.1.7  Einfluss von Pioglitazon auf die Vitalität der INS-1 Zellen unter Glukose-
belastung 
Unter Pioglitazonbehandlung war die Zellproliferation, besonders bei 10 mM Glukose, 
deutlich eingeschränkt (4%). Es zeigte sich eine toxische Wirkung auf das Überleben der 
Zellen. Teilweise waren alle INS-1 Zellen unter der Behandlung verstorben. Bei einer Kon-
zentration von 30 mM Glukose zeigten die mit Pioglitazon behandelten Zellen eine besse-
re Vitalität (41%). Im Vergleich zu der Kontrolle war mit Pioglitazon die Vitalität der Zellen 
vermindert. Bei der Kontrolle zeigte sich, dass die INS-1 Zellen bei 30 mM Glukose eine 
signifikante Reduktion der Überlebensrate zeigten. Eine zusätzliche Behandlung der INS-1 
Zellen mit Pioglitazon unter hyperglykämischen Bedingungen zeigte keine Wirkung auf 
das Überleben (Abb. 14). Die INS-1 Zellen wurden über einen Zeitraum von 96 Stunden 
unter 10 und 30 mM Glukose in Anwesenheit von Pioglitazon oder DMSO inkubiert. Nach 
48 Stunden wurde das Medium ausgewechselt. Die metabolische Aktivität der INS-1 Zel-
len wurde mittels MTT-Assay bestimmt. Bei der Auswertung wurde die Inkubation bei  







Abb. 14: Überleben der INS-1 Zellen unter Glukose (10 mM, 30 mM) mit und ohne 
Pioglitazon. G, Glukose; D, DMSO; P, Pioglitazon. Angaben sind Mittelwerte ± S.E.M. 
(n=27) in Prozent [%] von Kontrolle (10 mM G D). * p< 0,05 und ** p< 0,01 vs. Kontrolle, 
ANOVA und post-hoc LSD-Test. 
 
 
3.1.8  Nachweis der konstanten Glukosekonzentration 
INS-1 Zellen wurden 4 Tage lang mit 10 mM und 30 mM Glukose inkubiert, ein Versuch 
mit Pioglitazon und mit DMSO als Kontrolle. Ein Mediumwechsel fand nicht statt. Täglich 
wurden von den verschiedenen Inkubationsbedingungen die Glukosekonzentrationen mit-
tels enzymatischer Oxidation bestimmt. Zwischen den Versuchen mit Pioglitazon und der 
Kontrolle mit DMSO wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt. Die Glukose-
konzentration blieb über die Untersuchungstage unverändert konstant, so dass sie weder 








Abb. 15: Keine Beeinflussung der Glukosekonzentration durch Pioglitazon innerhalb des 




3.1.9  Stabile Überexpression von HMGB1 
Es wurde eine stabile Überexpression von HMGB1 in INS-1 Zellen durchgeführt, um die 
Effekte von HMGB1 zu untersuchen. 
Nach RNA-Isolation wurde die RNA auf Intaktheit überprüft. Die isolierte Gesamt-RNA 
besteht aus ungefähr 80% ribosomaler RNA (rRNA). Daher ergeben sich in einem RNA-
Agarosegel immer zwei Banden. Bei Eukaryonten entsprechen diese der 18 S und 28 S  
(S = Svedberg) rRNA (1,8 und 4,7 kbp) (Abb. 16).  
 
Abb. 16: Nachweis intakter RNA im Gel bei deutlich getrennten Banden, die 28 S und  
18 S Bande ribosomaler RNA darstellen. Bon-1- und Hek 293-Zellen entsprechen Kontroll-




Mittels RT-PCR und spezifischen Primern wurde dann die mRNA in die cDNA von HMGB1 
(645 bp) umgeschrieben (Genbank: NM 002128). 
 
Die RT-PCR ist eine Kombination von zwei verschiedenen Reaktionen, die nacheinander 
im gleichen Reaktionsgefäß durchgeführt wurden. Das zentrale Enzym für den ersten Teil 
der Reaktion ist die Reverse Transkriptase, welche die einzelsträngige mRNA in cDNA 
(complementary DNA) umschreibt. Die cDNA von HMGB1 wird im zweiten Teil der Metho-
de mittels PCR amplifiziert. Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde nachgewiesen, dass 
die PCR mit der PfU-Polymerase stattgefunden hat. Die PfU-Polymerase ist eine thermo-
stabile DNA-Polymerase, die zusätzlich eine 3´5´-Exonukleaseaktivität aufweist. Daher 
ist sie in der Lage, eine Korrektur durchzuführen, falls ein falsches Nukleotid eingebaut 
wird. Bei den „Proofreading“-Polymerasen ist außerdem bekannt, dass sie kein A-tailing 
durchführen. Neben einer hohen Synthesegeschwindigkeit und Genauigkeit können sie 
auch sehr lange Amplifikate produzieren. 
 
Die DNA-Amplifikation mit der Expand-Polymerase hat nicht stattgefunden (b-e). Diese 
konnte mit der PfU-Polymerase durchgeführt werden (g-j), die ein Fragment mit dem er-
warteten Basenpaar gab. Das korrekte DNA-Fragment wurde ausgeschnitten und extra-




Abb. 17: Überprüfung der PCR-Amplifikate. M = Marker. Gezeigt werden repräsentative 






Nach der Vervielfältigung eines DNA-Fragments erfolgte nach einer Abfolge von enzyma-
tischen Reaktionen die TOPO-Klonierung. Beim TOPO-Cloning verbindet die Topi-
somerase I (T-Überhang) die Enden mit dem PCR-Amplifikat (A-Tailing). Das entstandene 




Abb. 18: Ligationsbereich des Inserts im Vektor-His-TOPO. 
 
Zur Bestimmung der Orientierung des Inserts wurde eine Mini-Plasmidpräparation von 10 
Klonen durchgeführt und die Orientierung des Inserts durch die Restriktionsanalyse be-
stimmt. Das korrekt orientierte Insert wurde zur Kontrolle noch sequenziert. Mit korrektem 




3.1.9.1  Nachweis von HMGB1 in transfizierten Zellen 
Mittels Westernblotting wurde die Expression von HMGB1 in ausgewählten Klonen unter-
sucht. Die Abkürzungen R1 (R1.1, R1.3 und R1.7) und R2 (R2.2, R2.3, R2.7 und R2.13) 
sollen darstellen, dass im Rahmen der PCR zwei unterschiedliche Antisense-Primer an-
gewandt und später nach der Transformation in Zellkulturen weiter aufplattiert wurden. 
Eine Überexpression von HMGB1 konnte im Vergleich zur Kontrolle (Mock-Zellen) nicht in 





Abb. 19: Nachweis von HMGB1 in stabil transfizierten INS-1 Klonen. ß-Actin zeigt eine 
gleichmäßige Proteinauftragung. M: Mock-Zellen. Gezeigt werden repräsentative Bilder 
von 3 Versuchen. 
 
 
3.1.9.2  Nachweis von HMGB1 in INS-1 Klonen bei erhöhter Glukosekonzentration 
Die stabil transfizierten INS-1 Zellen wurden unter bekannten Glukosekonzentrationen 
insgesamt 4 Tage inkubiert, wobei am 2. Tag ein Glukosemediumwechsel stattfand. Unter 
erhöhten Glukosebedingungen konnte bei R2 eine Herunterregulation im Vergleich zu R1 
nicht nachgewiesen werden, welche für eine gelungene Überexpression von HMGB1 








Abb. 20: Leichte Überexpression von HMGB1 unter 30 mM Glukose bei R2. ß-Actin zeigt 




3.1.9.3  Caspase 3 Aktiviät in den transfizierten INS-1 Zellen 
Unter den definierten Glukosekonzentrationen wurde mit  stabil transfizierten INS-1 Zellen  
zur Detektion von Caspase 3 ein Westerblot durchgeführt. Unter hohen 
Glukosekonzentrationen konnte eine Spaltung bzw. Aktivität im Vergleich zu den normalen 
INS-1 Zellen nicht nachgewiesen werden. Fazit: Eine leichtgradige HMGB1-





Abb. 21: Kein Nachweis von Caspase 3-Spaltung in stabil transfizierten INS-1 Zellen unter 
Hyperglykämie. ß-Actin zeigt eine gleichmäßige Proteinauftragung. Gezeigt werden reprä-




3.1.9.4  Nachweis der Zellproliferation der transfizierten INS-1 Zellen per MTT-Assay 
Es wurde eine 4 tägige Inkubation mit Mediumwechsel am 2. Tag der INS-1 Zellen, der 
transfizierten INS-1 Zellen sowie ihrer Kontrollen mit jeweils 10 und 30 mM Glukose 
durchgeführt. Unter diesen Bedingungen wurden mehrere MTT-Assays durchgeführt.  
 
Die INS-1 Zellen zeigten unter Hochglukose im Vergleich zu der Kontrolle (10 mM Gluko-
se) eine signifikante Abnahme der Zellproliferation. Bei den Mock-Klonen ergab sich im 
Vergleich zur Kontrolle kein erheblicher Unterschied. Die R1- und R2-Klone zeigten unter 
erhöhter Glukosekonzentration keinen Rückgang der Zellproliferation. Sie waren bei einem 
ca. 26%igem Abfall (R1) im Durchschnitt besser als die unbehandelten INS-1Zellen unter 
30 mM Glukose oder sie zeigten eine bessere Proliferationsrate als 100% (R2). 
Die leichte Überexpression von HMGB1 führt bei erhöhten Glukosekonzentrationen zu 




Abb. 22: Darstellung der Zellproliferation der normalen INS-1 Zellen unter den definierten 
Glukosekonzentrationen verglichen mit den R1- und R2- Klonen. INS-1: INS-1 Zellen, 
10G: 10 mM Glukose, 30G: 30 mM Glukose, R1 und R2: transfizierte INS-1 Zellen, Mock-
Zellen: transfizierte INS-1 Zellen mit leerem Vektor. Angaben sind Mittelwerte ± S.E.M. 
(n=16) in Prozent [%] von Kontrolle INS (10 m G). * p < 0,05 und ** p < 0,01 vs. Kontrolle, 





3.2  In vivo Untersuchungen 
3.2.1  Nachweis von HMGB1 im Serum von Typ 2 Diabetikern 
Bei einem Versuch mit Typ 2 Diabetikern (10) wurden vor Pioglitazonbehandlung die 
HMGB1-Spiegel in deren Seren mit denen der gesunden Kontrollpersonen (4) verglichen. 
Bei den Diabetikern waren geringere HMGB1-Spiegel nachweisbar. Der HMGB1-Spiegel 
der Patienten wurde vor und nach Pioglitazonbehandlung im Serum bestimmt. Es zeigte 
sich kein Unterschied im Ergebnis. Die HMGB1-Bande war in beiden Versuchsreihen 




Abb. 23: HMGB1-Spiegel bei Typ 2 Diabetikern vor und nach Behandlung mit Pioglitazon. 
Die Seren von Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus weisen im Vergleich zu den Kontroll-
personen einen reduzierten HMGB1-Spiegel auf. Ponceau S zeigt eine gleichmäßige Pro-
teinauftragung. KP 1-4: Kontrollperson, DM 1-10: Typ 2 Diabetiker, P: mit Pioglitazonbe-




4  Diskussion 
In zahlreichen Studien ließ sich beobachten, dass eine chronische Hyperglykämie struktu-
relle und funktionelle toxische Schäden an Organen einschließlich Pankreasinseln verur-
sacht, die durch die Aktivierung von multiplen biochemischen Mechanismen (Glukose-
Autointoxikation, Proteinkinase C Aktivierung, H2O2, α-Ketoaldehyd und ROS [reactive 
oxygen species] etc.) induziert werden und folglich eine Schädigung der ß-Inselzellen her-
vorrufen (Robertson 2004; Favaro et al. 2008). In physiologischen Konzentrationen hält 
ROS die Homöostase aufrecht. Durch eine Akkumulation verursacht es einen chronischen 
oxidativen Stress und entgegenwirkende Effekte, so dass vaskuläre, retinale und renale 
Schädigungen sowie apoptotische ß-Inselzellen entstehen. 
 
Kurzzeitiger Anstieg der Glukosekonzentration führt zur Regulation der ß-Inselzellfunktion 
und Insulinsekretion. Dagegen beeinträchtigt eine chronische Hyperglykämie die ß-
Inselzellfunktion, indem es zu einer Abnahme bzw. zum Verlust der endogenen Insulinsek-
retion kommt. (Harmon et al. 2005; Laybutt et al. 2002; Zangen et al. 1997; Olson et al. 
1993). Daraus resultiert eine verminderte Insulinpromotoraktivität. Folglich korreliert dies 
mit einer verminderten Genexpression, einer verminderten Bindung an den Transkriptions-
faktor sowie mit einer Abnahme des PDX-1 (pancreatic duodenal homeobox factor 1) und 
MafA (mammalian homologue of avian) (Harmon et al. 2005; Laybutt et al. 2002; Zangen 
et al. 1997; Olson et al. 1993). 
 
Die Apoptose spielt eine fundamentale Rolle im Leben und ist unumgänglich in vielen bio-
logischen Prozessen wie in der embryonalen Entwicklung, beim normalen Gewebewech-
sel und in der Metamorphose (Ashkenazi und Dixit 1998; Evan und Littlewood 1998; 
Green und Reed 1998; Hetts 1998; Saikumar et al. 1999; Thornberry und Lazebnik 1998). 
Besondere Aufmerksamkeit wurde der Frage entgegengebracht, wie man den 
apoptotischen ß-Inselzellen entgegenwirkt oder deren Zelluntergang durch Glukoseexzess 
aufhält. 
Einige Studien belegten, dass Antioxidantien (z.B. Nikotinamide, N-Acetylcystein) die 
durch Hyperglykämie bedingte supprimierte Insulinpromotoraktivität abschwächen. Folg-
lich kommt es zur Zunahme der Insulinpromotoraktivität und Insulinbildung (Ye et al. 2006; 




auf die ß-Inselzellen, die unter hyperglykämischen Umständen reguliert werden? Dieser 
Frage wurde nachgegangen. 
 
In dieser Arbeit wurde anhand der 2D-Gel-Elektrophorese eine Trennung der Proteine aus 
INS-1-Zellen (Ratteninsulinomzellen), die unter 10 mM (180 mg/dl) als Kontrolle und unter 
30 mM (540 mg/dl) Glukosekonzentration kultiviert wurden, vorgenommen. 
Es wurde eine Reihe von Proteinen (Superoxiddismutase 1 (SOD 1), HMGB1, Caspase 3 
Spaltung, ATP-Synthase, HSPC 263, Dipeptylpeptidase (DPD 3)) unter erhöhten 
Glukosebedingungen als herabreguliert nachgewiesen, die auf die Stärke der Regulation 
nicht weiter überprüft wurden. Wir fokussierten unser Interesse im Rahmen dieser Arbeit 
auf die Regulation von HMGB1 und Caspase 3. 
In der Studie von Zini et al. wurden Katzen 10 Tage lang mit Glukoseinfusionen behandelt, 
um annähernd eine Blutglukosekonzentration von 25-30 mM (450 – 540 mg/dl) zu errei-
chen. Hierunter waren apoptotische ß-Inselzellen und positive Caspase 3 Spaltprodukte 
im Plasma nachweisbar (Zini et al. 2009). In unserer Studie zeigte sich ebenso unter 
hyperglykämischen Bedingungen eine Caspase 3-Spaltung. Im Vergleich zu unbehandel-
ten Katzen war eine dramatisch fortlaufende Abnahme der Plasma-Insulinspiegel bei den 
mit Glukose behandelten Katzen schon nach 2 Tagen und eine 50%ige Abnahme der  
ß-Inselzellanzahl pro Pankreasfläche beobachtet worden (Zini et al. 2009). Damit führte 
die Hyperglykämie zu einer vermehrten Reduktion der ß-Inselzellen des Pankreas und in 
der Folge zu einem Diabetes mellitus Typ I. 
In unserer Studie wurde durch die Hyperglykämie eine Aktivierung von Caspase 3 eben-
falls nachgewiesen, zudem eine Herunterregulation von HMGB1. Am ehesten wird sie 
durch die Apoptose der ß-Inselzellen in Gang gesetzt. Laut Zhou induzieren hohe 
Glukosekonzentrationen einen oxidativen Stress und Apoptose (Zhou et al. 2013). 
 
In einer aktuellen Studie mit dem proapoptotischen Protein TXNIP (thioredoxin interacting 
protein) wurde gezeigt, dass unter der Hyperglykämie die Expression von TXNIP erhöht 
wird. Anschließend korreliert TXNIP positiv mit ROS und der proapoptotischen Caspase 3-
Spaltung. Eine durch Hyperglykämie induzierte Caspase 3-Aktivierung konnte durch die 
Hemmung von TXNIP reduziert werden (Devi et al. 2013). Dieses könnte ein Ansatz sein, 
gegen die Apoptose der ß-Inselzellen unter hyperglykämischen Bedingungen zu wirken. 
Um den Effekt der hohen Glukosekonzentration auf die Überlebensfähigkeit der INS-1-




MTT-Assays durchgeführt. Es konnte eine signifikante Abnahme der Zellproliferation bei 
30 mM im Vergleich zur Kontrolle (10 mM Glukose) beobachtet werden. Ähnliche Erkennt-
nisse offenbart auch eine andere Arbeit (Leal et al. 2009). Sie konnten ebenso nachwei-
sen, dass erhöhte Glukosekonzentrationen in retinalen Nervenzellen durch einen 
Caspase-abhängigen Mechanismus die Apoptose induzieren. Mittels MTT-Assays beo-
bachtete man eine Abnahme der Zellproliferation. Das Resultat stimmt mit anderen in vitro 
Experimenten überein. Die Hyperglykämie erhöht die Apoptoserate der ß-Zellen in 
menschlichen Inselzellen sowie in fetten Sandratten (Meadler et al. 2001, 2002; Donath et 
al. 1999). 
Ferner erfolgte eine Zellfraktionierung der INS-1 Zellen in Zellkern und Zytosol, nachdem 
sie unter den definierten Glukosekonzentrationen (10 und 30 mM) behandelt wurden, um 
die Lokalisation von HMGB1 zu untersuchen. In diesem Experiment stellte sich vom 1. bis 
zum 2. Tag mittels Westernblot unter erhöhten Glukosebedingungen im Kern und Zytosol 
keine Regulation dar. Doch ab dem 3. Tag zeigte sich gleichermaßen eine Reduktion von 
HMGB1 im Kern und Zytosol (Abb.10). Am 4. Tag kam es zu einer deutlichen Abnahme 
der HMGB1-Expression in den Zellfragmenten der INS-1 Zellen. Unter erhöhten 
Glukosebedingungen findet eine Translokation vom Zellkern zum Zytosol oder umgekehrt 
nicht statt. Durch Hyperglykämie wird die Apoptose induziert (Zhou et al. 2013).  
Kim et al. untersuchten die Beteiligung von HMGB1, RAGE und NF-κB bei der Entstehung 
der diabetischen Nephropathie bei Ratten. HMGB1 kam gleichermaßen im Zytoplasma 
und im Zellkern vor. Am meisten war es im Nukleolus anzutreffen. Zuvor wurde bei diesen 
Zellen mittels Streptozocin eine Hyperglykämie verursacht. RAGE und NF-κB wurden 
ebenso vermehrt freigesetzt. Kim et al. schlussfolgern, dass die hyperglykämieinduzierte 
Freisetzung von HMGB1 bei der Entstehung der diabetischen Nephropathie eine Rolle 
spielt (Kim et al. 2011). Die pathogenetische Rolle von HMGB1 ist vom RAGE abhängig 
sowie von der NF-κB-Aktivierung (Kim et al. 2011). 
 
Wir untersuchten die Wirkung von Pioglitazon (Actos®), einem Vertreter der 
Thiazolidindione. Bei den Thiazolidindionen handelt es sich um selektive Agonisten des 
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ). Die Aktivierung des PPARγ 
Rezeptors führt zur Modulation zahlreicher Gene, die u. a. in die Kontrolle des Glukose- 
und Fettstoffwechsels verwickelt sind. Pioglitazon führte zu einer verbesserten Insulinsek-
retion bei Mausmodellen und bei Patienten mit Typ 2 Diabetes (Kubo K. 2002; Miyazaki et 




die Lipoapoptose der ß-Inselzellen, reduziert den Triglyzeridspiegel und übt eine protektive 
Wirkung auf die ß-Inselzellen aus, indem es zu einer Reduktion von oxidativem Stress 
führt (Csaszar A. 2011; Kuru Karabas et al. 2013). Eine Reduktion von Sauerstoffradikalen 
führt zu einer geringeren NFĸB Aktivierung (Saitoh et al. 2007). Die protektive Wirkung von 
Pioglitazon auf die pankreatischen ß-Inselzellen wird durch die signifikante Abnahme der 
Apoptoserate und der Caspase 3-Aktivierung gewährleistet (Wang et al. 2010). 
 
In der Studie von Bell et al. wird gezeigt, dass eine Kombination von Pioglitazon mit 
Metfomin zu einer signifikanten Abnahme der kardiovaskulären Ereignisse führt. In der 
Kombination Insulin mit Metfomin konnte dieser Effekt nicht belegt werden (Bell et al. 
2013). Bestimmte Patientengruppen würden durchaus von den positiven Wirkungen profi-
tieren. Pioglitazon kann alleine oder in Kombination mit einem anderen Antidiabetikum 
eine Hypoglykämie verhindern. Außerdem kann Pioglitazon bei einer fortgeschrittenen 
Niereninsuffizienz eingesetzt werden (Kuru Karabas et al. 2013). Trotz der positiven Wir-
kungen dürfen Glitazone seit 2011 nicht mehr verordnet werden. Das verbliebene 
Pioglitazon (Actos®) wird nur noch in begründeten Einzelfällen von der gesetzlichen Kran-
kenkasse erstattet. Troglitazon musste wegen Lebertoxizität vom Markt genommen wer-
den, Rosiglitazon wegen erhöhter kardiovaskulärer Risiken. Retrospektive Studien haben 
ein vermehrtes Auftreten von Blasenkarzinom gezeigt (Barbalat et al. 2012). Vermutlich 
wird durch Pioglitazon die antiapoptotische Funktion von HMGB1 unterdrückt. Die Tumor-
zellen wachsen weiter. Da Pioglitazon über die Niere ausgeschieden wird und in der 
Harnblase akkumuliert, entsteht dort der Tumor. Eine Langzeittherapie mit Pioglitazon (>5 
Jahre) bei Typ 2 Diabetikern zeigt ein hohes Risiko, Blasenkrebs zu entwickeln (Mamtani 
et al. 2012). 
 
Aufgrund der positiven Wirkung von Pioglitazon haben wir in der hiesigen Studie die  
INS-1 Zellen unter den bekannten Glukosekonzentrationen behandelt und gleichzeitig ei-
ner Pioglitazonlösung ausgesetzt. Die INS-1 Zellen, die 4 Tage einer hohen Glukose-
belastung und Pioglitazon ausgesetzt waren, zeigten keine Veränderung der Bandenin-
tensität für HMGB1. Die Herunterregulation von HMGB1 unter 30 mM Glukose wurde 
durch Pioglitazon ersichtlich aufgehoben. Unter Pioglitazon wird die HMGB1-Regulation 
nicht beeinflusst. Parallel beobachteten wir eine nahezu unveränderte Proliferation der 




INS-1 Zellen, die nur einer Hyperglykämie (30 mM) ausgesetzt waren und einen drasti-
schen Abfall der Zellproliferation lieferten. 
 
Wei et al. (2013) untersuchten aufgrund der proinflammatorischen Eigenschaften HMGB1 
und seine Rolle in dem entzündlichen Verlauf der Multiplen Sklerose (MS). Hierbei handelt 
es sich um eine chronisch entzündliche demyelinisierende Erkrankung des zentralen Ner-
vensystems (ZNS). Der verantwortliche Mechanismus für die Entstehung  von  MS ist un-
klar. Wei et al. belegten, dass HMGB1 und seine Rezeptoren (RAGE, TLR2, und TLR4) in 
akuten Läsionen im Rahmen der MS reichlich freigesetzt werden (Wei et al. 2013). 
HMBG1 ist ein bedeutender Biomarker des ZNS und trägt durch Infiltration der Makropha-
gen und der Mikroglia zu einer Chronifizierung des entzündlichen Prozess bei MS bei. 
Eine Wiederherstellung des Gleichgewichts von HMGB1 und deren Rezeptoren ist für die 
Aufrechterhaltung der Wiederherstellung von HMGB1 äußerst wichtig (Wei et al. 2013).. 
Als ein therapeutisches Vorgehen könnte man Pioglitazon anwenden, da dieses wie be-
schrieben eine Unterdrückung von HMGB1 bewirkt. In Anbetracht dessen könnte es bei 
MS wirksam sein.  
 
Wir konnten in den Seren von Typ 2 Diabetikern reduzierte HMGB1-Spiegel vor und nach 
Pioglitazonbehandlung nachweisen. Es zeigten sich identische Ergebnisse. In unseren in 
vitro Versuchen konnten wir nachweisen, dass unter Hyperglykämie und Pioglitazon die 
HMGB1-Expression in den INS-1 Zellen im Vergleich zu 10 mM Glukose und Pioglitazon 
nicht runterreguliert wird. Aber eine Behandlung der INS-1 Zellen mit 10 mM Glukose und 
Pioglitazon führt zu einem fast 90%igen Zerfall der Zellen. Im Zusammenschau der Befun-
de würden fortgeschrittene Diabetiker von einer Pioglitazonbehandlung profitieren. 
 
In den bisherigen Versuchen scheint Pioglitazon die ß-Inselzellen vor der Apoptose zu 
schützen. Durch seine protektive Wirkung bleibt HMGB1 unter anhaltender Glukose-
belastung verschont. Dies ist an der unveränderten Bandenintensität für das HMGB1 unter 
Glukose- und Pioglitazonbelastung zu erkennen (Abb. 11 c). Vermutlich wird die 
Herabregulation des HMGB1 auf einem noch nicht identifizierten Stoffwechselweg verhin-
dert und seine antiapoptotische Funktion dadurch aufrechterhalten. Außerdem belegten 
die parallel durchgeführten MTT-Assays unter denselben Voraussetzungen, dass die INS-
1 Zellen unter 10 mM Glukose und Pioglitazon im Vergleich zu den Zellen, die 30 mM Glu-




nahezu durchschnittlich bei 18% lag, aufweisen (Abb. 14). Eine Behandlung mit 
Pioglitazon in Verbindung mit 10 mM Glukose führt zum Zelltod. Der Grund dafür könnte 
sein, dass Pioglitazon unter normalen Glukosebedingungen eine toxische Wirkung auf die 
INS-1 Zellen ausübt. In einer Studie wurde beschrieben, dass Pioglitazon durch seine gen-
toxische Eigenschaft zu einer DNA-Schädigung führt (Alzoubi et al. 2012). Bei dem o.g. 
Versuch kommt es am ehesten durch eine Genmanipulation zu einem konsekutiven Un-
tergang der Zellen. Allerdings wird die gentoxische Wirkung unter hyperglykämischen Be-
dingungen aus noch ungeklärtem Grund aufgehoben. (Abb. 11 b, c  und 12). 
 
Wir untersuchten in den INS-Zellen, ob in vitro eine Glukoseverstoffwechselung stattfindet. 
Hierzu wendeten wir die GOD-PAP Methode an (enzymatischer Farbtest für Glukose). Die 
Bestimmung der Glukosekonzentration mit und ohne Pioglitazon erfolgte nach enzymati-
scher Oxidation in Gegenwart von Glukoseoxidase. Jedoch blieben die Glukosekonzen-
trationen unverändert. Eine Verstoffwechselung der Glukoselösung durch die ß-Inselzellen 
fand nicht statt.  
Pioglitazon ist in vitro ein Stressfaktor für die Zellen. In der Studie von Redondo et al. 2005 
wurde beschrieben, dass Pioglitazon in vaskulären glatten Muskelzellen die Apoptose in-
duziert. Die Muskelzellen von diabetischen und nicht-diabetischen Patienten wurden unter 
hyperglykämischen Bedingungen isoliert. Dieser Effekt wird über den PPARγ Rezeptor 
vermittelt, weil das ein Triggerfaktor zur Einführung des Zelltodes der glatten Muskelzellen 
ist und durch Thiazolidine induziert wird (Redondo et al. 2005). 
 
In einer jüngeren Studie wurde außerdem an einem Rattenmodell gezeigt, dass 
Pioglitazon zu einer dosisabhängigen DNA-Schädigung in Hepatozyten und Lymphozyten 
im peripheren Blut führt (Bedir et al. 2008). Zahlreiche andere Studien zeigten auch, dass 
Diabetes mellitus zu oxidativen Stress und dadurch zu einer DNA-Schädigung beitragen 
kann (Dandona et al. 1996; Collins et al. 1998; Pan et al. 2007). Die INS-1 Zellen, die un-
ter physiologischen Glukosekonzentrationen einer Pioglitazonbehandlung ausgesetzt wa-
ren, beinhalten ein potentielles Risiko für Blasenkarzinom (Faillie et al. 2013). 
In dieser Studie haben wir nachgewiesen, dass HMGB1 unter erhöhten Glukose-
konzentrationen herabreguliert wird. Wenn diese Zellen parallel einer Glukosebelastung 
und einer Pioglitazonbehandlung ausgesetzt waren, wirkte Pioglitazon der Herabregulation 
von HMGB1 entgegen im Vergleich zu den INS-1 Zellen mit hoher Glukosebelastung ohne 




hoher Glukosekonzentration behandelten INS-1 Zellen zeigten eine signifikante Abnahme 
der Überlebensrate verglichen mit den Zellen, die eine hohe Glukosebelastung und eine 
Pioglitazonbehandlung erhielten. Diese INS-1 Zellen signalisierten im Vergleich zur Kon-
trolle (10 mM Glukoselösung mit Pioglitazonzusatz) eine Überlebensrate von 70%.  
 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Pioglitazon unter dauerhafter Glukosebelastung 
die Apoptose und den Funktionsverlust der ß-Inselzellen verhindert. Unterstützend zeigt 
Zeender et al., dass Pioglitazon das Überleben der Inselzellen verbessert und die Funktion 
sowohl in den Typen 1 und 2 Diabetes als auch nach Inselzelltransplantationen sicherstellt 
und bewahrt (Zeender et al. 2004). 
 
Um darzustellen, ob nun ein Übermaß von HMGB1 den programmierten Zelltod funktionell 
aufhalten kann, wurde eine Überexpression von HMGB1 in INS-1 Zellen versucht. Aller-
dings hatte eine signifikante Überexpression von HMGB1 im Vergleich zur Kontrolle 
(Mock) nicht stattgefunden. Trotzdem wurden mit den stabilen Klonen die Versuchsreichen 
durchgeführt. Die Überlegung war, dass durch den Besitz des Vektors mit seiner 
Ampicillin-Resistenz eine leichte Überexpression stattgefunden hat, die aber in den Unter-
suchungen nicht zur Darstellung kommt, da die Nachweisgrenze nicht erreicht wurde. 
Es ist bekannt, dass eine hohe Expressionsrate von HMGB1 die Caspase 3- und Caspase 
9-Aktivität supprimieren und zudem die Apoptose über eine c-IAP2 Induktion hemmen 
kann (Völp et al. 2006). Darüber hinaus ist das HMGB1 in der Lage, Säugetierzellen ge-
gen verschiedene Signale zur Einführung des Zelltodes, einschließlich gegen Ultraviolett-
Strahlen, CD95-, TRAIL-, Caspase 8- und Bax zu schützen (Brezniceanu et al. 2003). 
Theoretisch würde eine Überexpression von HMGB1 die Vitalitätsrate der INS-1 Zellen 
deutlich bessern.  
Eine Überexpression von HMGB1 entfaltet auch kontraverse Funktionen. Die Überexpres-
sion von HMGB1 aktiviert die Caspase-1-Spaltung und fördert das Wachstum von 
hepatocellulärem Karzinom und die Bildung von Metastasen (Yan et al. 2012). Ferner 
wurde nachgewiesen, dass eine HMGB1-Überexpression zum kolorektalen Karzimom 
führt und mit einer schlechten Prognose einhergeht. (Yao et al. 2010). In dieser Studie 
diente HMGB1 als ein Tumormarker zum Nachweis des kolorektalen Karzinoms. 
 
Es gibt bisher wenige Erkenntnisse darüber, was eine HMGB1-Überexpression, bezogen 




Durch weitere Versuchsreihen muss eine Nutzen-/Risikoabschätzung von HMGB1-
Überexpression bei Typ 2 Diabetikern experimentell erforscht werden, da bei einer Über-
expression von HMGB1 die Prognose nicht bekannt ist. 
Zahlreiche Studien verdeutlichen, dass eine NFĸB-Aktivierung einen bedeutenden 
proapoptotischen Stoffwechselweg für die (humanen) ß-Inselzellen darstellt. Übereinstim-
mend damit wurde in verschiedenen Experimenten gezeigt, dass eine Blockade der NFĸB-
Aktivierung die ß-Inselzellen vor dem programmierten Zelltod schützt (Baker et al. 2001; 
Contreras et al. 2002; Dupraz et al. 2000; Giannoukakis et al. 2000; Grey et al. 1999; Grey 
et al. 2003; Heimberg et al. 2001; Maedler et al. 2002; Rehmann et al. 2003; Riachy et al. 
2002).  
 
In der Zusammenschau der Studienergebnisse spielt HMGB1 eine wichtige Rolle bei der 
Pathophysiologie des Diabetes mellitus. Die Herabregulation von HMGB1 unter erhöhten 
Glukosebedingungen leitet auf unbekanntem Wege die Apoptose ein. Diesem program-
mierten Zelltod kann mit einer Pioglitazonbehandlung entgegengewirkt werden. Dabei ver-
hindert Pioglitazon die Herabregulation von HMGB1 und verbessert die Überlebensrate 
von INS-1 Zellen. Diabetiker haben einen erniedrigten HMGB 1- Spiegel, aber es konnte 
durch Pioglitazon keine Erhöhung der HMGB1-Spiegel gezeigt werden. Für die MS-





5  Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Glukose auf die HMGB1-Regulation von 
Glukose der ß-Inselzellen untersucht. INS-1 Zellen, die mit 10 und 30 mM Glukose behan-
delt wurden, wurden mittels 2 D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Wir untersuchten die Pro-
teine HMGB1 und Caspase 3, die anschließend mit Hilfe von Westernblot verifiziert wur-
den. Unter der Hyperglykämie zeigte sich eine Herunterregulation von HMGB1 sowie eine 
Aktivierung von Caspase 3. Ferner wurde mit Hilfe von MTT-Assays unter hypergly-
kämischen Bedingungen eine signifikante Abnahme der Zellproliferation nachgewiesen. 
 
Bei der Zellfraktionierung konnte unter erhöhter Glukosebelastung eine Reduktion von 
HMGB1 sowohl im Zellkern als auch im Zytosol dargestellt werden. Eine zusätzliche Be-
handlung mit Pioglitazon konnte interessanterweise eine Herabregulation von HMGB1 
verhindern. Die mit 10 mM Glukose und Pioglitazon behandelten INS-Zellen zeigten eine 
deutliche Unterexpression bzw. eine starke Beeinträchtigung der Zellproliferation. In Anbe-
tracht dessen entfaltet Pioglitazon seine protektive Wirkung unter erhöhten Glukose-
bedingungen. Bei den Diabetikern wurden vor und nach der Pioglitazonbehandlung er-
niedrigte HMGB1-Spiegel nachgewiesen. Eine Erhöhung der HMGB1-Spiegel konnte un-
ter Einfluss von Pioglitazon nicht erzielt werden.  
 
In der Zusammenschau der Befunde ist anzunehmen, dass Pioglitazon seine protektive 
Wirkung erst im fortgeschrittenen Stadium des Diabetes Mellitus entfaltet. Desweiteren 
entfaltet Pioglitazon seine protektive Wirkung auf die Karzinomzellen, so dass ein Harn-
blasenkarzinom oder Kolonkarzinom verursacht wird. In Anbetracht dessen wurden 
Glitazone 2011 vom Markt genommen. Pioglitazon soll aber ggf. bei MS wirksam sein. Um 
mögliche antiapoptotische Funktionen von HMGB1 zu untersuchen, wurde mittels RT-PCR 
eine Klonierung, dann eine stabile Transfektion durchgeführt. In den durchgeführten 
Westernblots zeigte sich eine leichtgradige HMGB1-Überexpression. Wir gingen von einer 
leichten Überexpression aus, da sich die stabil transfizierten INS-1 Zellen im Vergleich zu 
den normalen INS-1 Zellen anders verhielten. Unter erhöhten Glukosekonzrentrationen 
stellte sich keine Herunterregulation der HMGB1-Bande dar und die Zellproliferation der 




Glukosebedingungen nicht nachgewiesen werden, somit verhindert eine HMGB1-
Überexpression die Aktivierung von Caspase 3.  
 
5.1  Summary 
In the present study the influence of glucose was examined for the HMGB1-regulation of 
glucose ß-islet cells. We treated INS-1 cells with 10 and 30 mM glucose and then separat-
ed the proteins by 2-D gel electrophoresis. We investigated the proteins HMGB1 and 
caspase-3, which was subsequently verified by means of Western blot. Under hypergly-
cemia we showed a downregulation of HMGB1 and an activation of caspase 3. Under hy-
perglycemic conditions we observed a significant decrease in cell proliferation by MTT-
Assay. 
By cell fractionation a reduction of HMGB1 both in the nucleus and in the cytosol could be 
shown at elevated glucose levels. Interestingly an additional treatment with pioglitazone 
could interestingly prevent the downregulation of HMGB1. Combined treatment with 10 
mM glucose and pioglitazone of INS cells showed a significant under-expression and a 
strong impairment of the cell proliferation. In summary pioglitazone exerts its protective 
effect under elevated glucose conditions. In the diabetic patients decreased HMGB1 levels 
were detected before and after pioglitazone therapy. An increase in HMGB1 levels could 
not be achieved under the influence of pioglitazone. 
The date lead to the assumption that pioglitazone exerts its protective effect in the late 
stage of diabetes mellitus. Furthermore pioglitazone exerts its protective effect on carci-
noma cells possibly leading to bladder cancer or colon carcinoma. On the bases of facts 
glitazones were taken off the market in 2011. But pioglitazone could possibly be effective 
in MS. 
To investigate possible anti-apoptotic functions of HMGB1 we used RT-PCR cloning, then 
performed a stable transfection. In the performed Western blots we showed low grade 
HMGB1 overexpression. 
We went from a slight over-expression, as the stably transfected INS-1 cells compared to 
the normal INS-1 cells behaved differently. Under elevated glucose levels no 
downregulation of HMGB1 was found and cell proliferation of INS-1 clones was significant-
ly improved. A caspase-3 cleavage under elevated glucose conditions could not be de-
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